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第1章　緒論
第1節　緒言
　生鮮・加工食品の品質評価ば栄養学的バランス、衛生学的・衛生化学的安全性
1）、嗜好性および経済性の観点からなされるべきであるが、これらの中でも特に
栄養学的バランスおよび安全性は食品の最も基本的な品質保証課題であり、食晶
産業の社会的責任とも考えられる。それ故、食晶の安全性および栄養学的バラン
スの科学的評価法に対する簡便性、迅速性、経済性が常に要望されている。
　これに対して、嗜好性、経済性に関する品質は商晶としての価値を決定する要
因となっている。特に、嗜好性は一般的にはrおいしさ」と表現され、　「おいし
さ」の客観的な計測法の開発が望まれている。しかし、　『おいしさ」を定量的に
　　　　　　　　　　　　　監評価することの困難さは食品関連の研究者にとって共通の認識となっている。こ
の原因として「おいしさ」は、味、食感、臭い、外観等の複数の要因から構成さ
れているばかりではなく、評価の原点となると考えられる官能検査において評価
時の環境、被験者の食体験などが大きく結果に影響するためであると考えられる
2）。このため、嗜好性は、その食品の「おいしさ」を最もよく反映していると思
われる因子を抽出し、これらの因子を測定することにより評価されている。生産
現場、流通段階などにおいて魚介類のK値、果実の糖度などが、これらの因子と
して利用され迅速簡便な評価、測定手法の開発が望まれている。
　本研究は水産生鮮・加工食品の安全性確保を究極の目的として残留農薬、添加
物、および菌数計測用バイオセンサ、鮮度および活魚の晶質評価用バイオセンサ
の開発とその応用に関する研究をまとめたものである。
　本章ではまず、食品成分および食品の諸特性を解析するために用いられている
計測機器について現在の動向を述べ、次いで本研究の目的と意義について述べる。
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第2節　計測機器の現状
　現在の品質検査には、高速液体クロマトグラフ3）やガスクロマトグラフ質量分
析4）に代表される既存の分析機器の利用が大勢を占めるが、近赤外線分析やバイ
オセンサの利用にもすばらしい成果をみることができる。
　近年、近赤外線分析に代表される非破壊分析法の食品への応用が数多く報告さ
れている。これらの分析法は測定対象物の外部から種々の形態のエネルギーを入
力し、このエネルギーが対象物の内容・形質により影響を受けて出力されるとき、
影響の度合いから対象物の内容・形質を評価する技術と言われている5）。また、
これらの評価法は、使用するエネルギーの種類により光学的方法、『放射線的方法、
力学的方法、』電磁気学的方法に分類されている。水産分野においても蛍光分析に
よる魚粉劣化の評価6）、NMRイメージングの魚肉等への応用7・8）、超音波を利
用した魚体検査および魚肉ゲルの弾力測定9）などが報告されている。また、魚肉
の電気的性質に注目した測定法は、昭和20年代より魚の鮮度測定への応用例一〇）
　　　　　　　　　　　　　　尾
が報告され実用化に達している例1一）もある。
　バイオセンサは、若干の前処理は必要となるケースが多いが、前述した分析法
と同様に簡便かつ迅速な測定法として原料、製品の品質規格を判定するための検
定分析さらに製造工程を管理するための管理分析に応用可能であり、生産一流通
一消費という一貫した品質管理すなわちTota‘l　Quality　Control（TQC）への貢献が
期待されている。また、水産物等の食品分析の対象試料は特殊な場合を除いて不
均質かつ複雑な多成分混合系であり、し一 も目的成分と化学的、物理化学的性質
の類似した成分が多数共存し、加えて、各成分は動的平衡下にあり、内因的条件
や外因的条件によってたえず変化する．したがって、正常な状態にある食品中の
目的成分を変質させることなく特異的かつ迅速に分析することが必要でありバイ
オセンサはこの理想に近づくものとしての期待も大きい12）。現在、グルコース
計測器（JIS　K　O701）、乳酸計測器（JIS　K3601）、微生物電極による生物化学
的酸素消費量（BODs）計測器（JIS　K3602）に目本工業規格が設定され実用
化されている。・
　バィオセンサは特定の分子認識機能を有する物質すなわち分子識別素子を用い
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て特定の化学物質を識別し、その化学情報をトランスデューサによって電気信号
に変換する装置と一般的に定義されている13）。現在、分子識別素子として、酵
素14－165、微生物17）、オルガネラ18）、植物および動物組織18－20）などを用い
て基質の消費や生成物の増加を測定する異化作用による代謝型センサ、酵素一阻
害物質21）、抗原一抗体21－23）などのように両者の間の特異的親和性に基づいた
バイオアフィニティセンサが開発されている。また、トランスデューサとしては、
酸素電極やイオン選択性電極などの電気化学的トランスデューサ、オプティカル
ファイバ等を利用する光学的ドランスデューサ24’25）、サーミスター24）、電界
効果トランジスタ26）、圧電素子（Piezoelectric　crystals）などが用いられてい
る27）。このように、バイオセンサは計測素子とトランスデューサの組合せによ
り数多くの応用例が考えられる。また、これらのバイオセンサは酵素、微生物な
どと酸素電極、イオン選択性電極のような電極を組合せた場合、酵素電極、微
生物電極と呼ばれる場合もあるが、一般に計測素子の種類により酵素センサ、微
生物センサ、免疫センサなどと呼ばれている28）。
　目本科学技術情報センター（J　ICST）のデータベース、J　I　CST科学技
　　　　　　　　　　　　　　し術文献ファイルには1981年から1990年の問に約1600件のバイオセンサ関連の総説、
報文等が登録されている。食品関連の報告としては、微生物と酵素を併用するラ
クトースセンサによる乳製品中のラクトースの定量29）、アルコールセンサの食
酢製造工程への応用30・31）、ワイン中のエタノール32）、グルコース33）、遊離亜
硫酸34）などの定量、糖蜜中のグルコースの定量35）、グルコースセンサによるバ
ナナ果熟度の予測36）、アスパルテームの定量を目的とした酵素センサ37）および
微生物センサ38）などがある。また、近年、マルチチャンネル型脂質膜電極によ
るセンサを用いた、人間の官能評価により近い応答を得ようとする味覚センサの
開発39）において、5基本味に対して異なった応答を示し、人間が似ていると感
じる味同士では似通った応答を示したと報告されている。
　バイオセンサの実用化には、二一ズにあわせたセンサアイデアの具体化、セン
サ測定原理の確立及びその確認、実用レベルに達するための問題点の摘出および
その解決などのいくつかのステップが挙げられる。当然、企業サイドにおいては
センサのマーケット規模などの経済的な検討課題が、これら技術的な側面以外に
も必要となる。
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第3節　本研究の目的および意義
　本研究は水産生鮮・加工食晶の品質を簡単迅速に測定できるバイオセンサの開
発を究極の目的として行なわれたものである。
　以下各章ごとに、その目的および意義について述べる。
　第2章においては、神経毒のアセチルコリンエステラーゼ活性阻害作用の検出
を目的として、アセチルコリンエステラーゼ固定化膜およびコリンオキシダーゼ
固定化膜と酸素電極を組合せた酵素電極を用いたセンサシステムの開発を試みた。
　一般に毒性の検出は、特殊な例を除きほとんどの毒がマウスなどの生物試験法
によっている。簡易な化学的定量法を求める声は強いが、他の多くの爽雑物の妨
害なしに微量の毒を正確に化学的に定量するのは至難の業で、それよりも鋭敏で
特異な生物試験法のほうが優れていると考えられる40）。本センサシステムは、
これら生物試験法の100％代替は不可能と思われるが、．生産現場等における1次ス
　　　　　　　　　　　　　もクリーニングなどへの応用を目指して開発を行った。
　本センサシステムは、毒性を試験する場合の生物試験にかわる化学的定量法の
可能性を示した。
　第3章では、魚肉中の生菌数計測を目的として、メンブランフィルター上に吸
着固定化された腐敗菌（A！tero皿onas　putrefaciens）と酸素電極とから構成され
る生菌数センサの開発を試みた。
　生菌数の計測は、平板計数法に代表されるように培養を基礎とした測定法が一
般的に用いられている。1970年代より、微生物検査法の簡易迅速化と自動化に関
する関心が高まり、これらのテーマに関する国際シンポジウムなども開催されて
いる。これらの簡易迅速化と自動化システムは、従来から用いられてきた計測法
の改良（試料調製法、寒天平板作成の自動化、コロニー計測の自動化等）と新し
い生物化学的、生物物理学的手法の導入に大別される41）。本センサ法は、固定
化微生物膜と酸素電極からなる微生物電極を中心に構成され、固定化微生物が物
質を資化する際の酸素消費量（呼吸活性）と固定化菌数との相関関係より生菌数
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計測を行なうもので、本センサシステムを用いることにより104とか105というオ
ーダー単位で生菌数を迅速簡単に計測可能であることを明らかにした。
　以上、第2章、第3章では食品の最も基本的な安全性を迅速簡単に計測できる
ことを明らかにしたが、これらの成果は食品衛生上きわめて大きな意義を有して
いると考えられる。
　第4章では、第3章で述べだ原理をさらに発展させ魚の鮮度を非破壊的に計測
可能なセシサの開発を試みた。
　実験室レベルの鮮度判定法としては、K値法、揮発性塩基窒素などが広く利用
，されている。しかし、生産現場、流通経路等においては、魚貝類の鮮度は重要な
品質要因となっているにも拘らず、これらの化学酌かつ客観性のある手法が積極
的に導入されてじ・るとは言い難い。この原因には、実験室レベルにおいては問題
にはならないが、現場レベルにおいては、．これらの手法の前処理等が問題となっ
ていると思われる。そこで、これら現場レベルの品質判定に応用可能な、前処理
　　　　　　　　　　　　　　鰭を必要としない測定法の開発を目指した。
　本センサシステムにおいては、従来の特定成分の言†測という考え方ではなく、
魚肉中に存在する物質を腐敗菌が資化する際の呼吸活性の変化より鮮度を推定す
るという考え方42）に基づき、測定の迅速性、簡便性、経済性を達成した。、
　本センサシステムの概念は今後のセンサ開発上、きわめて意義のあるものと考
えられる。
　第5章では、酵素活性を連続的に計測可能なセンサの開発を目的に乳酸脱水素
酵素、グルタミン酸一ピルビン酸トランスアミナーゼおよびグルタミン酸一オキ
ザロ酢酸トランスアミナーゼ活性計測用センサシステムを製作した．
　養殖魚の増産とともに、水産加工、流通の分野においてもこれらの取り扱い量
が増加してきている。これら養殖魚は、天然魚と異なリ、その成長段階から品質
管理が可能となる。すなわち、養殖魚の健康管理は、品質管理として位置づけら
れる。血液中の酵素活性などの性状から、養殖魚の健康状態を把握しようとする
研究が数多くの成果を挙げている43）。
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　本章では、これらの酵素活性測定の迅速簡便化を目指した。いずれのセンサも
魚血中の酵素活性などの計測が可能であることを明らかにした。本センサシステ
ムでは養魚場等の現場での計測も可能で、その意義は大きいと考えられる。
　第6章では、多成分を同時計測する目的でスクロースーグルコース、ラクトー
スーグルコースおよびでんぷん一グルコースセンサを製作した。
　酵素センサは、酵素の基質特異性を利用しているため、試料中の爽雑物等によ
る影響を受けにくいセンサと言われている．しかし、複数の酵素を用いる酵素系
をセンサに利用する場合、これら複数の酵素に対応する基質の応答を区別して測
定することは困難であった。例えば、スクロースを、インベルターゼ、ムタロタ
ーゼ、グルコースオキシダーゼの酵素系と酸素電極からなるセンサにより分析す
る場合、試料中に共存するグルユースとスクロースから酵素反応を経て生じるグ
ルコースとの応答を区別できなければ、正確なスクロースの定量は不可能となる。
両者の分離定量を目指した本センサシステムは、これまでの概念を越えた全く新
しい考え方に基ずくセンサで分析化学分野に新機軸を開いたものである。また、
食品添加物としてのでんぷんや糖の定量が前処理なく測定可能であることを明ら
かにした。
第7章は、第2章から第6章で得られた成果をまとめ総括とした。
　以上、各章ごとの目的および意義について述べたが、食品の品質評価用バイオ
センサの開発は食品衛生上あるいは食品製造プロセスの管理上きわめて重要な意
義を有している。鮮度センサや多成分同時計測用センサの概念は、今後の食晶成
分分析における新たな道を開いたものと考えられる。
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第2章　神経毒センサの開発
　食品の基本的な品質評価基準として、その安全性が第一に挙げられる。人体に
害をなす毒物が食品中に存在することは許されない。フグ毒に代表されるように、
水産動物には毒を持つものが多く有毒魚貝による被害は多岐にわたっている。食
中毒は、入命を奪い健康をそこなうだけでなく、海洋の食糧資源開発の妨げとな
り、一度食中毒が発生すると、魚貝類全般に対する不信感が生じ、水産業は大打
撃をこうむる40）。未利用資源を食糧として利用する場合、動物試験等による確
認が必要となる場合が多い。また、イソメより抽出されたネライストキシンのよ
うに農薬等に利用されるケー，スもあるが、食品中への農薬残留など新たな問題が
生じでいる。
　一方、近年、医薬品などの作用や安全性の試験に生きた動物をなるべく使わず、
　　　　　　　　　　　　　亀培養細胞44）や試薬などで置き換えて判定しようという動きが高まっているが、
特殊な例を除いて、毒性試験の殆どは生物試験に頼っているのが現状であり、簡
便な化学的定量法を求める声は強い。しかし、他の多くの來雑物の存在下で微量
の毒を正確に化学的に定量するのは困難である。水産分野では代表的な毒である
フグ毒、テトロドトキシンの高速液体クロマトグラフ45’46）、薄層クロマトグラ
フと炎イオン化検出との組合せ47）、細管式等速電気泳動48》による定量、養殖ム
ラサキイガイ中毒の原因物質であったドモイン酸の高速原子衝撃質量分析による
定量49）などが報告されているが簡便性という点においては、現場の要求を満た
すまでには至っていない。
　そこで、本研究では、バイオセンサによる迅速簡便な測定法の確立を目指し、
アセチルコリンエステラーゼ、コリンオキシダーゼの酵素系と酸素電極より構成
されたアセチルコリンセンサを中心とする神経毒センサシステムの開発を試みた。
　神経毒は、一般に筋肉の麻痺を最も顕著な症状とし中枢神経系、末梢神経系、
神経・筋シナプシスにおいて障害を生じる。これら神経毒は、神経伝達物質であ
るアセチルコリンの放出を阻害するタイプ、アセチルコリン受容体を塞ぐタイプ、
7一
神経膜のNaチャンネルを塞ぐタイプなどが知られている。本研究では、アセチル
コリンエステラーゼの活性を阻害することにより、神経伝達系内においてアセチ
ルコリンが蓄種され、神経衝撃が異常に増大し筋肉の強直を生じるタイプの神経
毒に注目し、．イソメより抽出された神経毒、ネライストキシンの定量を試みた。
　有機リン系およびカルバメート系殺虫剤の昆虫、哺乳類に対する竃性としては、
アセチルコリンエステラーゼ活性阻害作用が挙げられている50）。また、これら
農薬による水系汚染に関する研究として魚類に対する影響も検討されている51’5
2）。さらに、インドにおいてば、有機リンあるいはカルバメート系農薬による魚
類の汚染が、足腰の関節がはれて痛む症例の原因と考えられ、水田中に生息する
カニに有磯リン系農薬フェニトロチオンを御量投与し、アセチルコリンエステラ
ーゼ活性阻害の残存を検討した例も報告されている53）。
　毒性を検出するセンサとしては固定化動物細胞膜を用いて、ぞの呼吸活性の測
定あるいは細胞の酵素活性の測定によリホルマリン、界面活性剤の毒性の検出に
成功したバイオセンサが報告されている54）。
　また、リン酸がアセチルコリンエステラーゼ活性を阻害することが知られてい
るので、本センサシステムのモデル試料として用いるとともに、逆にアセチルコ
リンエステラーゼ活性阻害作用をリン酸センサとして利用することについても検
討した。
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第1節　アセチルコリン計測用酵素センサの開発
　本センサは、下記に示す酵素系を利用し、アセチルコリンからアセチルコリン
エステラーゼの作用によって生成したコリンをさらにコリンオキシダーゼでベタ
インに酸化し、この時消費される酸素量からアセチルコリンの定量を試みた。
　　　　　　　　　アセチルコリンエステラーセい
（CH3）3N＋CH2CH20COCH3＋H20→、（CH3）3N＋CH2CH20H＋CH3COO｝
　　　　　　　　　コリンオキシダーゼ’
（CH3）3N＋CH2CR20H＋H20＋202　　→　　（CH3）3N＋CH3COO一÷2H202
【実験方法1
試料
一　　　　　　　　　　　　　吐　塩化アセチルコリン（東京化成工業社製
溶液に調製しアセチルコリン標準液とした。
東京化成1級）を、所定の濃度の水
トリアミン含有トリアセチルセルロース膜の調製
　トリアセチルセルロース（East珊an　Kodac　Co．製）　250皿gを5mlのジクロロメ
タンに溶解し、これに50％グルタルアルデヒド（東京化成工業社製）　200μ1を
加え撹絆混合した。均一になったところで、1，8一ジァミノー4一アミノメチルオク
タン（トリアミン、旭化成工業製）1姐を徐々に加え撹搾した。これをガラス板
上に均一に薄く塗布し、　2日以上、暗所に放置し乾燥させた。乾燥したところで
これを約0．7cm×0．7c皿に切断し、水流によりガラス板上から剥離した。剥離さ
れた膜は、水洗後、蒸留水中で5℃に保存し固定化酵素膜基材として使用した。
　上記トリアミン含有トリァセチルセルロース膜5枚を、0．05Mリン酸緩衝液、
pH7．8にて数回洗浄した後、0．15％グルタルァルデヒド溶液（O．05Mトリスー
塩酸緩衝液、pH8．4）中に30℃で2時間浸漬させ、その後、先のリン酸緩衝液に
て数回洗浄した後、以下の固定化に供した。
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コリンオキシダーゼ膜の調製
　0．1M、pH7．8のトリスー塩酸緩衝液0．5凪に約3mg（約30unit）のコリンオキ
シダーゼ（EC1．1．3．17、Alcaligenessp．より調製、SigmaChe皿icalCo．囚o．C－
5896）を溶解し、これにグルタルアルデヒド処理をしたトリアミン含有トリアセ
チルセルロース膜5枚を浸漬し、　5℃で24時間放置した。
アセチルコリンエステラーゼ膜の調製
　0．1M、pH7．8のトリスー塩酸緩衝液0．5．mlに約6皿g（約3600～7200unit）のアセ
チルコリンエステラーゼ（EC3．1．3．7、電気ウナギより調製、Sig皿aChe皿ical
Co．No．C－2888）を溶解し、コリンオキシダーゼ膜と同様に処理した。
酵素電極の作製
　ガルバニ電池式クラーク型酸素電極をベース電極としてFig．2－1（A）に示した酵
素電極を作製した。酸素電極先端部の白金カソード部テフロン膜上鑓コリンオキ
　　　　　　　　　　　　　尾シダーゼ膜、続いてア地チルコリンエステラーゼ膜を装着し、その上を透析膜で
覆い○リングにより固定した。
測定装置及び方法
　上記の酵素電極をFig．2－1（B）に示したセンサシステムに組み込み、アセチルコ
リンセンサーを作製した。本センサシステムは、緩衝液タンク、フローセル、ペ
リスタポンプ等からなるフロー系と酸素電極、レコーダー等からなる検出部より
構成されており、試料を注入口より緩衝液流路内に注入し連続的に測定が可能で
ある。緩衝液タンク内の0．幽トリスー塩酸緩衝液（pH7．6）は、エアレーション
ポンプにより酸素飽和状態に保つとともに、恒温水槽により所定の温度に設定し
た。緩衝液は、ペリスタポンプにより酵素電極先端のフローセルに移送される。
注入口より注入された試料は、この緩衝液とともにフローセル内に導かれ電極先
端部に到達する．電極先端部において、試料中のアセチルコリンはアセチルコリ
ンエステラーゼと反応しコリンを生成する。この反応で生じたコリンに、コリン
オキシダーゼが作用し、その結果酸素電極先端部の酸素が消費され、酸素電極の
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出力電流が減少する。本センサシステムにおいては、この出力電流の変化をレコ
ーダーで記録した。
【結果および考察1
アセチルコリンセンサの応答曲線
　アセチルコリン溶液（12．5州）を本センサシステムに注入した際の応答曲線を、
Fig．2－2に示した。試料注入後、酵素反応により酸素が消費され、出力電流値が
減少し最小となり、再び出力電流値は安定した。以上に要する時間は約10分であ
った。
　本研究においては、安定時の出力電流植と試料注入後の出力電流の最小値の差
をレコーダーチャートより読取り電流減少値を求め、センサ応答とした。
セシサ応答に及ぽす測定条件の影響
　計測素子として酵素を用い流れ分析を行なう本センサシステムでは、その酵素
活性および友応時間に緩衝液のpH、温度、流速、試料液量などが大きな影響を及
　　　　　　　　　　　　　　し
ぼす。そこで、センサ応答に及ぽすこれら因子の影響について検討し、本センサ
システムの分析条件を設定した。
pH：　Fig．2－3にセンサ応答に及ぼす緩衝液pHの影響について検討した結果を示
す。pH7．6付近で、電流減少値は最高値を示した。
温度：　Fig，2－4にセンサ応答に及ぽす緩衝液温度の影響について検討した結果
を示す。緩衝液温度30℃において、電流減少値は最高値を示した。
流速＝　Fig．2－5にセンサ応答に及ぽす緩衝液流速の影響について検討した結果
を示す。流速が遅いほど電流減少値は大きく、速くなるとこれが小さくなる傾向
が認められた。この現象は、流速が遅くなると試料のセル内滞留時間が長くなり
電極先端部の酵素との反応が十分に行なわれるのに対し、流速が速くなると試料
のセル内滞留時間が短くなり、酵素による反応を受けずにセル外へ流出する試料
の割合が増加していることを示していると思われる。また、流速0．2～0．5皿1の
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範囲においては、流速の変化に対応する電流減少値の変化も大きいが、流速0．5
～0．6m1の範囲では電流減少値が安定し、センサ応答におよぽす流速の影響が小
さいと判断し、本実験では流速を0．52ml／姐nに設定した。
試料液量＝　本センサは酵素反応の結果消費された酸素量を測定することにより
試料濃度を計測する原理に基づいている．したがって、酵素活性が低い場合、試
料中の酸素濃度が出力に影響を及ぽすことが考えられる。そこで、センサ応答に
及ぼす試料液量の影響を検討し一 おく必要がある。すなわち、等量のアセチルコ
リンを含有する試料を用いてその液量に対する応答変化を測定した。結果をFig．
2－6’ 示す。試料液量の増加にっれ、電流減少値は大きくなる傾向が認められた。
また、試料液量が30～40μ1の範囲にお・いて電流減少値が安定し、この範囲にお
いて、出力に及ぽす試料液量の影響が小さいと判断された。そこで、本実験では
試料液量を40μ1に設定した。
　以上の結果より本センサシステム測定条件は、pH7．6、温度30℃、流速0，52皿1
　　　　　　　　　　　　　　更
／min、試料液量40μ1とした。pH、及び温度は、センサ応答が最大となる条件を
選択し、流速及び試料液量については、センサ応答の安定性を基準に選択した。
アセチルコリンセンサ検量線の作製
　上記測定条件下における本センサシステムの、アセチルコリンに対する検量線
を作製した　（Fig．2－7）。図より明らかなようにアセチルコリンo～10皿Mの間で
センサ出力電流減少値と濃度の間に直線的相関が認められ、この濃度範囲におい
て本センサシステムがアセチルコリンセンサとして使用可能であることを明らか
にした（相関係数　0．997）。
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第2節　リン酸によるアセチルコリンエステラーゼ活性阻害率の測定
　リン酸がアセチルコリンエステラーゼ活性を阻害することは、一般に広く知ら
れており、有機リン剤系の殺虫剤が実用化されている。また、有機リン剤系農薬
の魚類（コイ）に対するアセチルコリンエステラーゼ活性阻害も検討されている
51）。本研究においては、リン酸を神経毒のモデル試料として用いた。また、バ
イオセンサによるリン酸の定量法としては、リン酸存在下で活性を示すヌクレオ
シドホスホリラーゼを利用したシステム55）が報告されているが、本センサシス
テムにおいてはアセチルコリン活性阻害から、リン酸定量法の検討を試みた。
【実験方法1
試料
一　塩化アセチルコリン、リン酸二水素カリウム（国産化学社製　試薬特級）をそ
れぞれ、所定の濃度の水溶液に調製しアセチルコリン標準液、リン酸含有試料と
した。
測定方法
　センサに注入する試料中にアセチルコリンとアセチルコリンエステラーゼ活性
を阻害するリン酸が混在すると、電極先端部における酵素反応時にコリンの生成
量が減少しコリンオキシダーゼによる酸素の消費量が少なくなる。したがって、
標準のアセチルコリン標準液（6・2諏めを注入したときに生じるセンサの出力電
流減少値（A）とアセチルコリン濃度を標準と等しくなる様に調製したリン酸含
有試料の電流減少値（B）をそれぞれ測定し、試料のアセチルコリンエステラー
ゼ活性の阻害率（（A－B）／A　Xloo）を求めた．
【結果および考察】
リン酸のアセチルコリンエステラーゼ活性阻害率
　Fig．2－8にリン酸溶液のセンサ応答曲線を示した。ピーク1はアセチルコリン
標準液（6，25mM）、ピーク2はアセチルコリン標準液と同濃度のアセチルコリン
2G一
を含むリン酸溶液（リン酸25mM、アセチルコリン6．25皿M）の応答曲線である。リ
ン酸溶液に対する応答（B）は、アセチルコリン標準液の応答（A）の約85％ほ
どに減少し、リン酸により酵素反応が阻害されていると推定された。また、この
時の阻害率（（A－B）／A×100）は、13．1％となった。
　アセチルコリン濃度を一定にしたリン酸溶液のリン酸濃度を変化させ、各リン
酸濃度における阻害率を測定した（Fig．2－9）。阻害率とリン酸濃度の両者の対
数の間に直線的関係が得られた。
　以上の結果は、本バイオセジサシステムが、試料のアセチルコリンエステラー
ゼ活性の阻害率から試料濃度を定量的に測定できることを示すとともに、リン酸
センサとしての利用も可能であることを明らかにした。
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第3節　ネライストキシンによるアセチルコリンエステラーゼ活性阻害率の測定
　ネライストキシンは、1930年代にイソメ、Lumbrineris　heteropodaより抽出さ
れた神経毒で本物質の誘導体、カルタヅプが殺虫剤として利用されている。カル
タップは水中、特にアルカリ性中では容易にジヒドロネライストキシンを経てネ
ライストキシンとなることが知られている56）。このネライストキシンの昆虫等
に対する毒性としてはアセチルコリンエステラーゼ阻害作用は弱く57）、その薬
理作用としては、中枢神経にお’ てアセチルコリンと拮抗しシナプス後膜の受容
体において伝達を遮断すると言われている58）。本センサシステムからは、この
薬理作用に関する情報は得られないと思われるが、ネライストキシンのアセチル
コリンエステラーゼ阻害作用に注目しその定量を試みた。ネライストキシンの定
量については、イオン会合法による比色および蛍光分析による定量法59）が報告
されている。
【実験方法】
試料
一　塩化アセチルコリン、ネライストキシンしゅう酸塩標準品（和光純薬工業社製
残留農薬試験用）をそれぞれ、所定の濃度の水溶液に調製しアセチルコリン標準
液、ネライストキシン含有試料とした。
測定方法
　第2節に述べたリン酸測定方法に準じ、アセチルコリン標準液の応答とネライ
ストキシン含有試料（アセチルコリン濃度はアセチルコリン標準液と同一）の応
答を求めてアセチルコリンエステラーゼ活性阻害率を算出した。
【結果および考察】
ネライストキシンのアセチルコリンエステラーゼ活性阻害率
　Fig．2－10にネライストキシン溶液のセンサ応答曲線を示す。ピーク1はアセチ
ルコリン標準液（6．25側〉、ピーク2はアセチルコリン標準液と同濃度のアセチ
ルコリンを含むネライストキシン溶液（ネライストキシン0．02μ珂、アセチルコ
24一
リン6．25mM）の応答曲線である。ネライストキシン溶液に対する応答は、アセチ
ルコリン標準液の応答の約60％ほどに減少し、ネライストキシンによりアセチル
コリンエステラーゼが阻害されていると推定された。また、この時の阻害率をリ
ン酸と同様に求めると、37．5％となった。
　Fig．2－11に、ネライストキシンによるアセチルコリンエステラーゼの阻害率を
示す。リン酸と同様に、阻害率とネライストキシン濃度の両者の対数の間に直線
的関係が得られた。
　また、神経筋接合部シナプズ膜のアセチルコリン受容体に、アセチルコリンと
拮抗して結合し神経・筋肉間の刺激伝達を阻止するヘビ毒、α一ブンガロトキシ
ン、β一ブンガロトキジン、エラブトキシンbについて検討したが、いづれの場
合も、試料溶液のセンサ応答は標準液の応答よりも大きくなり、酵素反応の阻害
は認められなかった。
　一方、農薬のマラチオンを試料にした場合も酵素阻害は認められなかった。こ
の原因は、マラチオンが水に不溶なためトルエンーアルコール系の溶媒に溶かし
試料としたため正常な酵素反庵が行なわれなかったものと考えた。
　以上の結果は、本センサシステムがアセチルコリンエステラーゼ活性阻害を引
起こすネライストキシンなどの神経毒の検出に有効であると思われるが、実際の
言†測に当っては試料調製等にさらに検討が必要である。今後さらに検討していく
っもりである。
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第3章　生菌数計測用センサの開発
　細菌には発酵食品、アミノ酸、有機酸、抗生物質などの製造に利用される有用
細菌もあるが、細菌の増殖により食品の腐敗、品質劣化または細菌性食中毒や伝
染病を引起こす有害細菌が問鎮となるケースが多く、食品の安全性を議論する上
で食品中の生菌数を測定することは重要な意味を持っている。
　一般に、食品中の生菌数が106～108／gに達した場合には、初期腐敗の段階にあ
るといわれる。したがって食品衛生上、食贔の微生物の増殖状態を知ることは極
めて重要である。また、パーシャルフリージング等が注目を集めるようになリ、
低温細菌の挙動60）を知ることが食品衛生上重要となってきつっある。しかしな
がら、低温細菌の計測には温度にもよるが3～10目位の日時を要し実用的でない。
　これまでに、生菌数計測法として、平板計数法1）、毛細管法61）、メンブラン
　　　　　　　　　　　　　　亀フィルター法62）などが提案されているが、それらの多くが菌体の培養を基礎と
しているため測定に長時間を要し、操作も煩雑であるという問題点がある。
　一方、最近、簡便迅速化あるいは自動化を特徴とした測定法が報告されている
が、いずれも菌体培養の必要がなく、菌の生産するATP量63）、菌の密度64）、菌
による酸化還元色素の発色度65）、菌による音強の変化度66）を指標にしている。
　バイオセンサによる生菌数の測定は、Staphylococcus　aureus細胞壁中に存在
するプロテインAの抗体を利用しだ免疫センサが報告されているが、プロテイン
Aの菌体内濃度にバラッキがあるため菌数の正確な定量は困難であった67）。
　本研究は固定化された微生物の生菌数とその呼吸活性が比例する42）ことに着
目し、菌の呼吸活性から生菌数を計測する生菌数計測用センサの開発を目的とし
た。すなわち、計測しようとする菌を置定化した膜と酸素電極から生菌数センサ
を製作し、資化物質の有無によって生じる菌の呼吸活性の変化を酸素電極により
測定し生菌数をもとめるものである。ここでは、Alteromonas　putrefaciens
（IA図　12089）　、　PseudoI“onas　f！uorescens　（IAM　12022）　、　Esherichia　coli（TUF－
C1）およびStaphylococcus　aureus（FDA209P（KAN．KEN））をそれぞれ純培養し、
28一
それぞれの生菌数センサを試作した．また、実際の魚肉中にはこれらの菌が共存
していることを考え、これら4種の菌を任意に混合し、その生菌数センサも製作
した。また、本センサを魚肉中の生菌数計測に適用することを試みた。
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第1節　生菌数計測用センサシステムの開発
　　生菌数計測用に開発したセンサシステムを用いて、メンブランフィルターに固
　定化したA．putrefaciens、P．fluorescens、E．coliおよびS．aureusの菌数
’と、培養液およびリン酸緩衝液中の呼吸活性の差の相関を求めた。また、この4
　種の菌の混合試料に対しても同様の検討を行ない、センサ出力をA．putrefaciens
　の検量線を用いて菌数に換算ずることによりセンサ出力と菌数の間に相関がある
　ことを明らカ、にした。
【実験方法1
試験菌の培養
　試験菌としてA．putrefaciens、P．fluQrescens、E。coliおよびS．aureus
を用い、以下の培養液で28℃、24～48時間培養した。培養液は酵母エキス2．5g、
ポリペプトン5．Og、グルコース1．Ogを精製水1000撮に加温溶解し、pHを7．2に補
正し、これを121℃で15分間高圧蒸気滅菌し調製した。また、この培養液は微生
物の呼吸活性を測定する際にも使用した。
試料の調製
　試験菌の純培養をリン酸緩衝液含有生理食塩水で数段階に希釈したものを試料
とした。混合菌の試料は4種の試験菌純培養を同程度になるように混合した。
微生物の固定化
　上述した試料液1皿1を、メンブランフィルター（ADVANTEC、孔径0．45μ皿、有
効ロ過面積1．78c皿2（直径1．5c珊））を用いてロ過し、フィルター上に菌体を吸着
固定した。
微生物電極の製作
　酸素電極には、酸素の分解還元電流を計測するガルバニ電池式のクラーク型酸
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素電極（エイブル社製〉を用いた。この酸素電極は、白金カソード、鉛アノード、
水酸化カリウム電解液から構成されている。電極の白金カソード部分に直径1c皿
の円に切り抜いた固定化微生物膜を装着し、その上を透析膜で覆い微生物電極を
製作した。Fig．3－1に微生物電極の先端図を示す。
　’
測定装置
　Fig．3－2に測定装置の概略を示す。本装置は、微生物電極、恒温水槽、記録計、
培養液タンク及び緩衝液タングから構成されておリ、センサの出力電流値は自動
的に記録計に記録される。また、培養液及び緩衝液はいずれも空気を吹きこむこ
とにより酸素飽和状態に保った。
測定方法
　微生物電極先端をリン酸緩衝液中に浸漬し、約30分後電極の出力電流値が安定
したところで、電極先端を培養液中に移し替え、再び出力が安定したところで、
その出力電流値を求めた。これら出力電流値の差（出力電流減少値）を本センサ
の応答とした。本センサ応答とこれに対する標準寒天培地（酵母エキス2．5g、ペ
プトン5g、グルコース1g、寒天15g、精製水1000m1、日水製薬製）、35℃、48時
間培養による平板計数法より求めた生菌数の対数値を用いて検量線を作成した。
【結果および考察】
応答曲線
　Fig．3－3にA．putrefaciens（8．5一×105spc／c皿2）の応答曲線を示す。測定はpH
7．2、温度25℃において行なった。電極を緩衝液中から培養液中に移すと、約10
秒後に出力電流値が減少し始め、ほぼ10分後に安定した。そして、電極を再び緩
衝液に戻すと、出力電流値ももとの値まで回復した。一分析に約20分を要した。
各センサの最適使用条件の検討
　各センサは菌の生育に最適な条件下で操作されることが望ましいが、一方で迅
速かつ高感度な分析が望まれ、そのための最適条件を選ぶ必要がある。各センサ
の最適pHは、培養時のpHに依存するが、培養温度とセンサ使用温度とは多少異な
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る。すなわち、Fig．3－4に示したように、A．putrefaciensでは35℃でセンサ応答
は最大値を示した。しかしながら、いずれの場合も高温で測定を行うと、電極の
　　　ロヘ出力電流値が安定せず、測定が困難であった。そこで、本実験では電極の出力電
流値が安定し、かっ比較的活性が高い25℃に測定温度を設定した。
　菌数計測のための各菌の検量線をFig．3－5、6、7、8にそれぞれ示した。各検量
線とも菌数と出力の間に高い相関を示した。A．putrefaciens、P．fluorescens、
E．coliおよびS．aureus用検量線の相関係数はそれぞれ0．992、0．928、0．991、
0．986であった。
　また、実際の魚肉中にはこれらの菌が共存していることを考え、これら4種の
菌を各種菌数が同程度になるように任意に混合してセンサを作製した。本センサ
の条件をpH7．2、温度25℃として測定を行ったが、センサ応答と菌数間には直線
的相関が得られなかった。この原因は各菌の検量線の傾きがそれぞれ異なるため
と考えられる．そこで、代表的な腐敗菌の1種であるA．putrefaciensの検量線
を用いて換算し、試料中に優勢となる可能性の高い菌に注目して菌数を求めるこ
とにより傾きの違いからくる誤差を消去したところ、多少ばらつきがあるものの
センサ出力と菌数のあいだに直線的相関（相関係数　o．862）が得られた（Fig．3－
9）。これは、本センサの測定条件が、用いた4種の菌の平均的活動環境であっ
たためと考えられるが、詳細の検討は今後の課題とした。
　以上の結果は、菌種が単一の場合にはセンサ出力と生菌数の間に良好な相関が
得られるが、複数の菌が存在するとこの相関が悪くなることを示している。しか
し、複雑な菌相を有する試料に対してはセンサ出力をA．putrefaciensのような
試料中に優勢となる可能性の高い菌の検量線を選択し、出力を換算することによ
り単一菌種の測定時ほどの精度は得られないがセンサ出力と生菌数間に高い相関
が得られることが確認できた。今回、注目したA．putrefaciensは、非好塩性、
陸由来の腐敗菌で、冷凍耐性が低いことが指摘されている。このため、流通経路
で二次汚染の可能性が高い小売店店頭の試料への応用などには適していると考え
られるが、魚種、貯蔵条件等により菌相が変化することを考慮し、センサ応答の
換算には適切な菌の選択を行なう必要があると思われる。
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第2節　生菌数計測用センサシステムの魚肉への応用
　本センサシステムを応用し、魚肉中の生菌数の計測を試みた。魚肉中から分離
した菌（未同定）を用いて作製した検量線によりセンサ出力を換算した場合には、
平板計数法とセンサ法との間に高い相関が得られた。また、A．putrefaciensの
検量線を用いた場合においても、簡易計測法としては有効と考えられる結果が得
られた。
【実験方法1
試料
一　供試魚に市内の鮮魚店より購入したクロマグロ、Thunnus　thynnus及びマサバ、
Sco皿ber　Japonicusを用い、これらの筋肉を5℃あるいは30℃に放置した。経時的
にその5gをホモジナイズ後、遠心分離（3000rp皿、5min）し上澄液を精製水を用い
て20姐とした。これを精製水により希釈し生菌数計測用試料とした。なお、30℃
に2目放置したクロマグロ筋肉より調製した試料の一部をもちいて第1節に述べ
た培養液と同一組成の寒天培地からコロニー（未同定）を純粋分離し、培養液中
で培養し、クロマグロ、マサバ筋肉中の生菌数計測用検量線を作成するための試
験菌とした。
測定方法
　第1節と同様に試料をメンブランフィルターを用いてロ過し、フィルター上に
菌体を吸着固定し、酸素電極先端部に装着し呼吸活性の変化を測定し為。センサ
システムおよび測定条件は、第1節で設定した条件を用いた。
【結果および考察1
生菌数センサによるクロマグロ、マサバ筋肉の生菌数計測
　クロマグロを30℃で2目間放置後、そのクロマグロから調製した検量線作成用
試料を用いて、魚肉中の未同定純培養菌についての検量線を作成した。その結果
をFig．3－10に示した。この場合には、2×107～2×108spc／皿1の範囲で生菌数とセ
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ンサ応答との間に直線的相関（相関係数　0．998）が認められた。次に、この検
量線を用いて全く別のクロマグロ筋肉中の生菌数を求め、平板計数法と比較した
ところ、ア ig．3－11に示すような良い相関（相関係数、o．go9）が得られた。
　一方、クロマグロ、マサバを5℃で放握し、上述したと同様の方法で試料を調
製し、経時的にそれらの生菌数を本センサを用いて求めA．putrefaciensに換算
した。他方、全く同じ試料を用いて平板計数法でその生菌数を求めたところ、両
者の間には良い相関（相関係数　o．848）が得られた（Fig．3－12）。
　以上の結果より、従来現場での測定が不可能に近かった生菌数計測を大雑把で
はあるがわずか60分位で計測可能であることを明らかにした。すなわち、菌相の
変動が小さいと予測されるような試料群に対してはFig．3－11に示したように、あ
らかじめ試料中の分離菌により検量線を作製しておくことが有効であり、菌相の
変動が予想される場合でもA．putrefaciensなど試料中に優勢となる可能性の高
い菌の検量線を利用することによりオーダー単位で生菌数を簡易計測することが
可能であると考えられる。
　海産魚の菌相は、Pseudomonasl／工1、Pseudo皿onas皿／1V（Altero皿onas）、
Vibri6、Aeromonas、Moraxella、Acinetobacter、Flavobact－Cytophagaなどの菌
群により構成されているとされ68）、鮮度低下につれ菌が増殖し菌相が変化して
いく。この菌相の変化は、貯蔵条件等と密接な関係があり非凍結魚では、
Pseudomonas皿／1V、Vibrio、恥raxel！aなどが主要であり、また一方凍結魚では、
Flavobacterium－Cytophaga、　図oraxella、　Micrococcus、　Staphylococcus、
Acinetobacter、グラム陽性桿菌などが主要となると報告されている69－71）。ま
た、漁獲後氷蔵したサバ、Scomberomorus皿aculatusを0℃、15℃、30℃に貯蔵し、
腐敗時の菌相について検討した報告72）によると、各温度においてPseudo皿onasが
優勢となり、0℃、15℃ではAeromonas、Proteus、Vibrioなどがこれに続き、30
℃においてはEnterobacterが、これらの次に挙げられている。これに対し、パー
シャルフリージング貯蔵後の腐敗においてはPseudomonas　I／Hが優勢となるこ
とが報告されている60溶8）。このように、貯蔵条件により試料、の菌相が変化する
ため実用に際しては、試料の温度履歴等を考慮し試料中に優勢となっていると推
定される菌の検量線を用いることでより精度の高い分析が可能となるものと思わ
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れる。今回使用したA．putrefaciensは、冷凍耐性が弱く冷凍あるいはパーシャ
ルフリージング貯蔵を行なった試料に対しては不適であると思われるが、試料を
市内の小売店より購入しているため、陸由来の本菌が二次汚染し、試料中の菌相
内で優位となったため良好な結果を示したものと判断した。
　また、本論文においては、培地には精製水を用い海水培地に関する検討は行な
っていないが、水揚げ直後の試料に対しては海水培地の利用なども検討する必要
がでてくると思われる。
　このように、本センサシスヂムは、生菌数の簡易計測法として有効であると考
えられるが、実用に際しては試料中の菌相を考慮し、培地等の培養条件、検量線
に用いる菌種等を選定することが精度向上のために必要である。また、菌による
汚染の可能性が認められた場合には、より詳細な計測を実施し安全性め確認を行
なうべきである。
噌
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第4章　非破壊型鮮度計測用微生物センサの開発
　水産業において魚貝類の品質を左右する要因の一つに鮮度を挙げることができ
る。鮮度は、その商晶価値を決定する際などに重要となり数多くの鮮度判定法が
提案されてきた。これらは、魚－ 中での細菌の増殖に注目した細菌学的測定法、
魚肉の物性、電気的特性等を利用する物理的測定法、K値に代表される化学的測
定法に大別されるマ3）。しかし、これらの測定法の妥当性を検討する際には官能
的な評価が基礎となっている。
　バイオセンサによる鮮度測定の試みは、K値測定法の簡易化を目的としている
例が多く、核酸関連物質の測定にバイオセンサを応用した例がいくつか報告され
ており、ヒポキサンチン（Hx）、イノシン（HxR）、イノシンー57一リン酸
（IMP）測定用の3本の酵乗電極を用いたK【値（KI値（％〉＝（HxR＋Hx）／（mP＋Hx
R＋Hx）×100）の測定74）等がある。酵素を固定化せずにセル内へ順次酵素溶液を
注入し、セル内の酸素濃度の変化よりK値を求めるセンサ（KV－101〉がオリエン
タル電気株式会社により製造され実用化に達している。また、非破壊的な鮮度判
定法としては、魚体の表面に電極と温度センサを直接接触させ位相角を測定する
Torry皿eter11）が実用化され、未凍結魚においては氷蔵中の鮮度変化の計測例な
どが報告されている75）。一方、本法は凍結・解凍された魚には応用できないな
どの間題点76）が解決できず、一般に普及しているとは言い難い。
　我々は、微生物の呼吸活性を活性化する資化物質が魚肉の鮮度低下時に増加す
ることに注目し、微生物電極による鮮度判定法を報告した42）。この測定法は、
魚肉の鮮度低下時に生じるアミノ酸、脂肪酸などの低分子物質を微生物が資化す
る際の呼吸活性の変化に対応する酸素濃度の変化を酸素電極により測定すること
を基本原理としている．センサシステムより得られた応答は、K値と良好な相関
を示した。このセンサシステムに使用したAltero皿onaspu“efaciensを用いた微
生物電極はエキス態窒素の測定に応用され、主要エキス成分に対する応答が検討
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　せされている77）。この微生物電極は、タウリン、シスチン以外のほとんどのアミ
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ノ酸に対し応答を示し、これら応答のほとんどは等濃度のトリメチルァミンオキ
シドの応答の約3～10倍の大きさを示した。　また、同様に核酸関連物質にも応
答を示し、イノシン、ヒポキサンチンの応答が高くなる傾向が見られた。さらに、
乳酸、コハク酸に対しても良好な応答を示した。
　本研究においては、我々の開発した微生物センサの原理を応用し非破壊計測用
に開発したフローセルを用いて魚肉の鮮度測定システムを試作し魚肉への応用を
試みた。本研究では、フローセル底面を透析膜等の膜で覆い、これを直接試料に
接触させることにより、セル再に測定対象物を取込み、それが電極先端部の微生
物によって資化される際の呼吸活性の変化を酸素電極により測定した。すなわち、
魚肉の鮮度低下時に増加するエキス成分を魚肉表面よりセル内部に取込み、これ
らの物質を酸素電極先端部の微生物が資化する際の呼吸活性の増加を酸素電極に
より検出した。
見
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第1節　微生物センサシステムの開発
　魚肉の非破壊的鮮度計測を実施するために、底面を透析膜により被覆したフロ
ーセルを用いたシステムを試作し、得られた応答曲線の解析と測定条件の検討よ
り微生物センサシステムの測定条件を確立した。
【実験方法】・
試料
一　市内の鮮魚店より購入したメカジキXiphias　gladiusの切り身を、室温（25℃）
に保持し鮮度計測用試料とした。センサシステムの測定条件の設定には、試験試
料として精製水寒天培地（0．5％　ポリペプトン、0．1％　K2HPO4、0．25％　グルコ
ース、1．5％　寒天）を用いた。
微生物培養方法
　腐敗菌Altero皿onas　putrefaciens、を標準液体培地（0．5％　ポリペプトン、0．
1％　K2HPO4、0，25％　グル＃一ス）により25℃で24時間、好気的条件下で培養し
た。
微生物電極の作製
　1mlのA．putrefaciens菌液をニトロセルロースメンブランフィルター（ADVANT
EC、孔径0．45μm、直径25m皿）を用いてろ過し、フィルター上に微生物を吸着固
定した（ろ過面積2．1cm2）。この固定化微生物膜より直径3皿皿の小片を切出し、
ポーラロ式酸素電極先端部テフロン膜上にOリングを用いて透析膜で被覆固定し
微生物電極を作製した。
測定装置及び方法
　上述の微生物電極および酵素電極を装着したフローセル及びセンサシステムの
概要をFig．4－1および4－2に示す。
　本研究に使用したフローセルの底部は透訴膜により覆われており、底部に接触
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した魚肉等の試料から低分子物質が透析膜を通ってセル内に拡散する構造とし、
微生物電極先端部はこのセル内を流れる緩衝液中に装着した。測定は試料と底部
を接触させて行なった。
　センサシステムは、緩衝液タンク、ペリスタポンプ、フローセル等から構成さ
れる流路系と酸素電極、レコーダー等から構成される検出部より成っている。流
路系内の緩衝液はエアレーションポンプにより酸素濃度を飽和状態に保ち、恒温
水槽により温度を一定に保持した。フローセル内部を陰圧に保ち、試料表面より
セル内部への低分子卿質の取込みを促進するためセル前後の流速を変化させた。
実際には、この流速の差およびセル内圧を実測することは困難であったため、セ
ル内への気泡の侵入および透析膜の脈動などを生じないようにペリスタポンプ3B
（Fig．4－2）の流速を3A（Fig，4－2）よりわずかに大きくなるように調整した。セ
ンサ組み立て後、センサ出力が安定するまで標準液体培地（培養時に使用した培
地と同一組成）をペリスタポンプによリ流した。その後リン酸緩衝液（0．05M、p
H7．2）に交換し、再度センサ出力が安定後測定に入った。
　魚肉等の測定対象物を、フローセル底面に接触させると試料表面の低分子物質
は、透析膜を通過しセル内の緩衝液流路中に拡散し電極先端部に到達する。電極
先端部では、固定化微生物がこれら低分子物質（アミノ酸、脂肪酸等）を資化し、
それに伴って微生物の呼吸活性が増大するため酸素濃度が減少する。この減少量
を酸素電極により計測し、センサ出力として電流値の減少をレコーダーに記、録し
た。
【結果および考察】
応答曲線
　本センサシステムより得られた応答曲線をFig．4－3に示す。これらの応答曲線
は、室温に放置したメカジキ切り身の応答曲線の経時的変化（0、1．5、3．0、5．5時
問）を示している。応答曲線初期の安定状態は、固定化微生物の内因的な呼吸活
性を示し、魚肉に接触後、約5秒後から電流が減少し始め、最終的には約0．2μA
に到達し安定した。この最終段階における電流減少値（約0．8μA）はメカジキの
経時試験中に変化を示さず、固定化微生物の呼吸活性が飽和状態に達していると
推察された。しかし、これら応答曲線より酸素濃度の減少速度が経時的に変化し
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ていることが観察されたので、応答曲線の一次微分曲線（時定数5秒）による比
較を行なった（Fig．4－4）。この結果、各曲線における最大電流減少速度（μA／s
ec）が経時的な変化を示していることが確認された。この変化は、経時試験中の
メカジキの鮮度低下により、試料表面上の低分子物質が増加しセル内への拡散速
度が大きくなったためと考えられる。以上より、本センサシステムのセンサ出力
としてこの最大電流減少速度を用いて鮮度判定を行なうこととした。
測定条件の設定
　本センサシステムは計測素子として微生物を使用しているため測定条件として
は微生物の呼吸活性に影響を及ぽすと考えられる環境因子が第一の検討課題に挙
げられ、これらの因子としては緩衝液のpHおよび温度が考えられた。また、本
研究において使用したフローセルは、試料表面より透析膜を介してセル内の緩衝
液中に測定対象物を拡散させることにより非破壊的計測を可能としている。従っ
て、この拡散状態を左右する条件についても一、二検討した。
　微生物の環境因子となる緩衝液のpHおよび温度については、先にフローインジ
　　　　　　　　　　　　　　晃
エクション方式のセンサにおいて、今回使用した微生物A．putrefaciensの最適
条件について検討を加えているため、本研究においてはこれらの決定した最適条
件（pH7．2、30℃）において計測を行なうこととした。
　試料の拡散状態を左右する因子としてはフローセルを被覆する膜の種類および
緩衝液の流速を検討対象とし、センサシステムの標準寒天培地に対する応答を検
討した。
膜：　フローセルを被覆する膜としては、透析膜および孔径の異なるメンブラン
フィルター（孔径0．1～0．8μ皿）について検討を加えた。また、メンブランフィ
　　　　　　　　　　　　　　　　　1ルターは円筒状の孔を持つポリカーボネートメンブランが良好な応答を示したの
で、本研究においてはこれを使用した。これらの膜によりフローセル底部を覆い
標準寒天培地に対する応答（最大電流減少速度）を得た。メンブランフィルター
を用いた際の応答は、孔径の変化に関わらずほぽ一定の値（o．15μA／sec）を示
した。透析膜の場合はメンブランフィルターの応答より小さな応答を示した（0．
10μA／sec）。しかし、本センサシテムにおいてはメンブランフィルターを使用
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した際は応答曲線の立上がりの勾配が大きくなりすぎるため、魚肉の鮮度とセン
サ応答の関係が不明瞭となった。その逆に、透析膜を用いた場合には、応答自体
は小さくなるが、鮮度とセンサ応答との間には良い相関が得られた。この現象は、
膜の円筒状の孔内を微生物の資化物質が通過する際のスピードは、孔径0，1～0．8
μ皿程度の違いによる通過抵抗の変化には左右されることはなく、試料表面上の
資化物質の濃度に対して大きすぎるため瞬時に微生物の呼吸活性が飽和してしま
うと考えられる。以上より本センサシステムに対しては透析膜の通過速度が適正
であると判断し以下の実験には透析膜を用いた。
流速：　緩衝液流速の変化がセンサ応答に及ぼす影響をFig．4－5に示した。流速o．
1～0．75祖／minの範囲では、流速の上昇と共にセンサ応答も大きくなる傾向を示
しているが、0．75姐加並以上ではセンサ応答はほぼ安定している。また、低流速
域では、膜からの液洩れを生じ易く、一分析に要する時間も長くなるため流速茎皿
1痴inが本センサシステムの適正値と判断し以下の実験に用いた
　　　　　　　　　　　　　　雪
　本センサシシステムの測定条件を要約すると、pH　7．2、温度　30℃、流速　1
ml／賊nとなり、フローセル底面を被覆する膜には透析膜を使用することとした。
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Response　curves　of　the　sensor・Sample
（SWQrd　　fiSh）　WaS　allOWed　tO　　Stand　　in
contact　with　the　bottom　of　the　flow　cell
and　　the　　current　　was　recorded。　　Storage
time　at　250C　　were　Oh　　（O），　1．5h（口　）．
3．Oh（△）．　　and　　5．5h（◇）　．　　The　　flow
rate，　　temperature．　　and　　　pH　　were　　1．O
ml／min．　300C　　and　　pH　　7．2，　respectively．
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Fig・4－5・　The　effect　of　flow　　rate　on　the　output
　　　　　　　of　the　　sensor．　Test　medium　　was　allowed
　　　　　　　to　stand　in　　contact　with　　the　bottom　of
　　　　　　　the　flow　cell　and　’しhe　output　current　was
　　　　　　　recorded．　The　。temperature　　and　pH　　were
　　　　　　　30℃　and　pH　7．2，respectiveユy．
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第2節　非破壊型鮮度計測用微生物センサの魚肉への応用
　本センサシステムの実用性を検証するために、現在、最も広く利用されている
魚肉の鮮度判定法であるK値と本センサシステムの応答を比較検討し、両者の間
に良好な相関を得た。また、魚肉へ応用する際には、魚肉表面近傍の水の状態が
センサ応答に影響を及ぽす可能性が考えられるため、ゼラチンゲルによるモデル
試験を試み水分75～85％の範囲においてセンサ応答が変動することを確認した
が、魚肉の鮮度測定時には無視できる範囲の変動であると判断した。
【試料】
　市内の鮮魚店より購入したクロマグロThunusthynnusの切り身を5℃および30
℃に保存し経時的にサンプリングし試料とした。切り身は、保存中の表面の水分
変化を防止するためサランラップにより包装した。また、モデル試料として用い
たゼラチンゲルは、一定量のゼラチンパウダーと水およびグルコースに対してシ
　　　　　　　　　　　　　　丸
ユクロースを添加し水分を調整した。
【実験方法】
センサ法による鮮度計測法、
　本センサシステムは計測素子に微生物を使用しているため、一度固定化した微
生物が増殖を続ける限り応答を得ることが可能となる。しかし、この間における
呼吸活性の変化は何等かの方法で補正を加える必要があった。そこで、本センサ
システムにおいては、標準寒天培地による1点校正法を用いることとした。すな
わち、標準寒天培地からの応答（B）に対する試料の応答（A）の比をAIB値とし
て示した。
K値による鮮度言†測法
　K値1の測定にはイオン交換カラム法を用いた78）。
ゼラチンゲルを用いたモデル実験
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　第2章に述べた調製法に準じて作製したトリアミン含有アセチルセルロース膜
にグルコースオキシダーゼを固定化（30℃、120分79））し、これを鮮度計測用セ
ンサシステムの微生物膜の代りに酸素電極先端部に装着し、等濃度のグルコース
を含有する水分の異なるゼラチンゲルに対する応答をもとめた。
【結果及び考察】
試料水分とセンサ応答の関係
　グルコース8％、スクロース4～14％、、ゼラチン2％の組成で水分の異なるゼラ
チンゲルを試料とし、グルコース計測用非破壊型センサによりセンサ応答を求め
た結果をFig．4－6に示した。この時のセンサ応答には、最大電流減少値（μA）を
用いた。センサ応答は水分が高い程大きくなる傾向を示し、水分75～85％の範囲
においてセンサ応答は最大値と最小値で約0．04μAの差を示した。一定水分（78
％）に調製したグルコース濃度の異なるゼラチンゲルを用いた場合には、グルコ
ース濃度とセンサ応答の間に直線的な相関が得られた（Fig．4－7）。
センサ応答とK値の関係
　5℃および30℃に保存したクロマグロの切り身の鮮度をセンサ法及び従来法（K
値〉により測定した結果をFig．4－8に要約した。両者の測定結果は、良好な相関
を示した（相関係数　0．987）。
　以上の結果は、魚肉の表面の水分が大きく変動する場合には、本センサによる
鮮度計測が困難となる可能性もあるが、通常の魚肉の』水分範囲であれば魚肉の非
破壊的な鮮度計測に、標準試料等による補正を導入することにより測定値のブレ
を防止できることを示している。また、本センサの測定対象は、アミノ酸、脂肪
酸などの低分子物質であり、これらが呈味成分として重要な役割を果している場
合が多く、食べ頃等の判断にも本センサシステムが応用できる可能性が考えられ
る。
　一方、本センサシステムを用いて検出部を交換すればプリンや羊葵等の糖度の
非破壊検査も可能であろう。
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Eig．4－6．　The　effect　of　　water　content　on　output
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　　　　　　　・f　the　gluc・se　ge㎎・r．The　standard
　　　　　　　gelatin　　gel　　WaS　　allOWed　　tO　　Stand　　in
　　　　　　　contact　with　the　bottom　　of　cell　and　the
　　　　　　　・utp郎c皿rentwas　rec・rded』The　geユs
　　　　　　　were　　prepared　　　from　　8％　　　glucose，　　2％
　　　　　　　9elatin，　and　　4－14％　　sucrose　　（上　　14％，　2：
　　　　　　　11％，　　3：　　7％，　　4：　4％）．　　The　　flow　　　rate，
　　　　　　　te！nperature．　　and　　pH　　were　　LO5　　ml／min，
　　　　　　　30℃　　　and　pH　7．5，　respectively。
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Measurements　　were　　performed　under　　the
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Fig．4－8．　　Correlation　　between　K　　value　　and　　the
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’
　　　　　　　output　　of　　the　　sensor．　　Samples　（bluefin
　　　　　　　tuna）　were　　stored　at　　5℃：　藺　　　or　30　0C：
　　　　　　　○．Aistherateofcurren’しdecreaseof
　　　　　　　the　sensor　obtained　　using　samples；　B　is
　　　　　　　the　　rate　of　　current　decrease　　obtained
　　　　　　　using　the　standard　culture　medium．
一　63　一
第5章　酵素活性測定用センサの開発
　酵素活性の測定は測定対蒙とする酵素の特性に合せて、多くの測定法が提案さ
れている．バイオセンサによる酵素活性の測定法には、α一グルコシダーゼ固定
化膜、グルコースオキシダーゼ個定化膜を装着した酸素電極を用いたデキストラ
ナーゼ測定法80）、オリゴ糖デヒドロゲナーゼを固定化したグラファイト電極を
用いた血清アミラーゼ活性測定法8t）などが報告されている。これらの測定法は
試料溶液中の反応生成物をバッチ方式により測定することを目的としている。
　酵素活性の迅速簡便な測定法に対する二一ズは、食品産業においても醗酵食品
の製造時などにおいて認められるが、水産分野においては、養薙魚の健康管理す
なわち品質管理への応用が養殖漁業の発展とともに期待が大きくなっている。養
殖漁業の生産量は、年々拡大し昭和63年には、1，426，100トンに達し目本の漁業
総生産量の約10％を占めるまでに至り82）、これら養殖魚の品質は、従来の漁獲
により得られる天然魚とは異なり、その成長段階における品質検査の必要性が求
められている。また、市場における活魚ブーム等により、生きた魚の品質管理の
重要性が流通経路においても増してきている。
　生体成分中の酵素活性を測定し診断に用いることは、臨床検査分野においてそ
の有効性が認められており酵素活性測定法の自動化等が行われている。これらの
手法を、』病魚の診断あるいは飼育魚の健康管理に応用しようとする試みも同様に
報告されている。ウナギの高ピルビリン血症とグルタミン酸一ピルビン酸トラン
スアミナーゼ（GPT）、グルタミン酸一オキザロ酢酸トランスアミナーゼ（G
OT）活性との関係83）、PCB投与によるコイ血清中のグルコース、総たんぱ
く量の増加と乳酸脱水素酵素（LDH）等の酵素活性の変化84）、四塩化炭素投
与によるハマチ血清中のLDH、GPT、・GOTの上昇85）等が挙げられる。
　本研究においては、酵素活性連続測定用に開発したフローセルを用いて、LD
H、GPT、GOT活性連続測定を試みた。このフローセルの特徴は、セル内部
をメンブランフィルターや透析膜によリ2層に分割し活性計測を連続的に行なう
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ことが可能としている点にあり、実用段階においては、活性測定に用いる基質溶
液を使い捨てにせず繰り返し使用できることがメリットになると思われる。
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第1節　LDH活性計測用酵素センサの開発
　酵素活性連続測定用に試作したフローセルを用い、以下に示した酵素系を利用
して乳酸脱水素酵素（LDH）活性言†測用酵素センサを試作した。
　　　　　　　　　　LDH
L一乳酸十β一N春D＋　一　iピli疫iiビili薯li酸i十NADH
　　　　　　　　　　　　　　POX
　　　　ピiジ恥ビiiン：i酸＋リン酸　→　　アセチルリン酸＋CO2＋H20
　　　　　　　　　　　　　　　↑
　　　　　　　　　　　　　　02
　臨床分野において、LDH活性は、心筋梗塞、悪性腫瘍、肝疾患、筋ジストロ
フィー溶血性疾患などで異常値を示すとされている。
　魚類の血液性状におけるLDH活性は、飢餓の影響を受けにくい，生化学的検査
項目の一つで肝障害の診断において有効とされている86）。魚類のLDH活性は
コイで約295辞nit84）、ハマチで約260～330unit85・86）との報告がある。
【実験方法1
試料
一　活性測定用試料としてLDH（EC1．1．1．27、ウサギ筋肉より調製、Sig皿aCh
emical　Co．）を使用した。
ピルビン酸オキシダーゼ（POX）固定化膜の作製
　トリアセチルセルロース、グルタルアルデヒド、1，8一ジアミノー4一アミノ
メチルオクタンより調整したトリアミン膜を、30℃の0．1％グルタルアルデヒド溶
液（0．1Mトリスー塩酸緩衝液、pH8．4）に2時間浸し、0．05Mリン酸緩衝液（pB
7．8〉で洗浄した。洗浄後のトリアミン膜5枚をピルベートオキシダーゼ（EC1．
2．3．3、微生物製、Boehringer〉　100unitを含む400μ1の0．0馳リン酸緩衝液
（pH7．8）中で、30℃で3時間放置し固定化を行なった。
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酵素電極の作製
　ベース電極には、ガルバニ電池式クラーク型酸素電極（エイブル、DG－5型）
を用いた。Fig．5－1の様に電極先端部の白金カソード部分にPOx固定化膜を装
着し、その上を透析膜で覆いOリングにより固定した。
測定装置
　酵素活性測定用センサシスデムは、酵素電極およびフローセルなどにより構成
した（Fig．5－2，3）。本システムは緩衝液タンクと基質タンクを備え、タンク内
の緩衝液溶液、基質溶液は恒温槽により『一定温度に保つとともにエアレーション
ポンプにより酸素濃度を飽和状態とした。LDH活性測定においては、緩衝液タ
ンクに0．05Mリン酸緩衝液（pH7．8）、基質タンクには9。8梱β一ニコチンアミド
ァデニンジヌクレオチド酸化型（β一NADH＋）を含む8．9皿M乳酸溶液を用いた。両
溶液ともペリスタポンプによリフローセルに送られる。本センサシステムに使用
したフローセルはメンブランフィルターにより上下2層に仕切られており、上層
　　　　　　　　　　　　　　吐
に緩衝液、下層に基質溶液が供給される。緩衝液流路に注入された試料、LDH
はフローセル上層部に導入され、下層部から拡散してくる乳酸をβ一NADH申存在下
でピルビン酸に変換する。生成したピルビン酸は、酸素電極先端部のPOX固定
化膜において酸化され、酸素を消費する。この時、消費される酸素量は酸素電極
により測定され、電流減少値として記録される。
【結果および考察1
応答曲線
　本センサシステムにLDH溶液．50μ1（300unit）を注入した際の応答曲線を
Fig．5－4に示す。緩衝液（pH7．8）および基質溶液の温度は、35℃とした。緩衝液
および基質溶液の流速は、第1節同様セル上部への基質の拡散を促進するため緩
衝液の流速をセル入口で0．30皿1／虹n、出口で0．35皿1／minとし、基質溶液の流速を
セル入口において0．27ml／minと設定した。
　緩衝液流路に注入されたLDH含有試料は、フローセル上層部に導入され、フ
ローセル下層部より拡散してくる乳酸をピルビン酸に変換する。生成したピルビ
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ン酸は、酸素電極先端部のPOX固定化膜で酸化され、電極先端部の酸素濃度が
減少する。この酸素濃度の変化を、酸素電極により検出し電流減少値としてレコ
ーダーに記録した。緩衝液の飽和酸素濃度を示すセンサ出力の定常状態において
試料注入後、約1分で電流の減少が始り、約3分で最小値に達する。その後、試
料注入前の電流値に復帰するまで約10分を要し、1分析は約15分で終了した。
　本センサシステムを用いて、試料溢入前の電流値と試料注入後の電流減少値の
最低値との差を求めたところ、酵素活性との間に相関が認められた。
センサ応答に及ぽす測定条件の影響
　本センサシステムでは、試料とするLDHと乳酸およびこの反応により生成す
るピルビン酸とPOXの2種類の酵素反応が行われる。これらの反応には、緩衝
液のpH、温度が影響すると考えられる。本研究においては、最終的な計測素子と
なるPOXの活性を高く保つ測定条件の設定を目指し、ピルビン酸溶液（235μ皿
ol／40μ1）を試料としセンサ応答に及ぽすpHおよび温度の効果について検討を加
えた。
pH：　Fig．5－5に緩衝液のpHの変化に対応するセンサ応答の変化を示す。pH7．oに
おいて、センサ応答が最大となることが確認された。しかし、このpHにおいて、
LDHを淀入すると、センサ応答は著しく小さくなった。この原因は、LDHの
最適pHは、8．2から9．0の範囲にあったためpR7．0では十分な活性が得られなかっ
たと思われる。そこで、本センサシステムにおいては、LDH、POX双方の活
性が比較的高いpH7．8において測定を行なうこととした。
温度：　Fig．5－6にセンサ応答に対する緩衝液温度について検討した結果を示し
た。図より明らかなように、35℃においてセンサ応答は最大値を示した。それゆ
え、以下の実験においては、35℃において実験を実施した。
流速：　フローセル下部より上部への基質の拡散を促進するために、上部を流れ
る緩衝液の流量をコントロールする必要があることはすでに述べた。ここでは、
基質溶液流量は、0。27ml／minに保持し、緩衝液流量o．30～1．16皿1／minの範囲にお
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いてセンサ応答を検討した。また、フローセル入口流量を出口流量より0．05ml／m
in低くなるように設定した。センサ応答は、緩衝溶液の流速が・小さくなるに従っ
て大きぐなる傾向を示したが、0．35珊1／min以下になると一分析に費やす時間が長
くなり実用性に欠けると判断し、フローセル入口の流量をo．30皿1〆皿in、出口流量
を0．35皿1／minに設定した。
LDH活性検量線の作製
　以上のように設定した測定条件下において、本センサシステムにより試料溶液
50μ1中のLDH活性に関する検量線を作製した（Fig．5－7）。酵素活性が300
unitまでは、センサ応答とLDH活性とのあいだに直線的な相関が得られた。
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一　72　一
Fig．5－4．
く
く
トoN
o
20min
　　Response　　　　　curves　　　　　of　　　　　lactic
dehydrogenaseactivitysensor．A50
μ1　　　（300　　　units）　　　sample　　　of　　　ユactic’
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’
dehydrogenase　　soユution　　　was　　injected・
Temperature，　　　pH．　　　and　　　pore　　　　size
of　membrane　fi工ter　were　35　　0C，　7．8．　and
2μm．Flowrateofin！etofportionA
（sample　　solution）．　outlet　　of　portion　　A．
andportionB（substratesolution）were
O．30，　　』　　0．35．　　　　and　　　　　O．27　　　　　ml／lnin，
respectively．
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第2節　GPTおよびGOT活性計測用センサの開発
　第1節において述べた酵素活性計測用センサは基質を変えることによりあるい
は検出部を変えることにより、種々の酵素活性測定が可能となる。本節において
は、以下に示す酵素系を用いて基質を変更した際の応用例として同じ酵素電極を
使用しグルタミン酸一ビルビン酸トランスァミナーゼ（GPT）の活性測定を試
みた。また、2種類の酵素固定化膜を装着した酵素電極を用いたシステムを試作
しグルタミン酸一オキザロ酢酸トランスァミナーゼ（GOT）の活性測定を試み
た。
　　　　　　　　　　　　　　　　GPT
L一アラニン＋2一オキソグルタル酸　一　i麟ルiiビil読酸＋グルタミン酸
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　GOTL一アスパラギン酸＋2一オキソグルタル酸　一 オキザロ酢酸＋グルタミン酸
　　　　　　　OADオキザロ酢酸　→　 iピiiルiiビi薯ii酸＋CO2
　　　　　　　　　　　　　　POX
　　　　ピi葦鞍ビii潔i酸＋リン酸　一　アセチルリン酸＋CO2＋H202　　　　　　　　　　　　　　　↑
　　　　　　　　　　　　　　02
　臨床検査において、血液中のGPT活性は肝炎で上昇し、病状の変動、消長と
の相関が高く、その他の肝疾患でも上昇は認められるが、慢性肝炎、肝硬変症、
肝癌ではあまり上昇しないと言われている。また、GOT活性は、心筋梗塞で急
激に上昇するとともに、心筋と同程度に肝にも存在することから肝細胞の破壊を
伴う疾患でも上昇すると言われている。魚類では、GPTは肝膵臓に多く、GO
Tは肝膵臓、心臓、腎臓および赤筋に特に多く、脾臓、腸管、白筋などにも多く
分布し、病的状態で細胞膜の透過性が高まったり、細胞が壊死に陥ると酵素が血
中に流出して高値を示すようになるとされ、肝疾患等の診断に有効とされている
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43）。魚類のGPT、GOT活性はそれぞれウナギで約2．4×10『3unit、2．4×
10－2unit82）、ハマチで約4．8×10－3unit、2．4×10－2unit84’85）との報告がある。
【実験方法】
標準酵素試料
　標準酵素試料としてGPT（EC2．6．1．2．11、Boehringer　Mannhei皿Co．）、G
OT（E．C．2．6。1．1、Sig皿a　Chemica！Co．）を使用した。
血漿の調製
納　　　　一
　コイ　Cyprinuscarpio、ヤマメOncorhynchusmasou、ニジマスOncorhynchus
皿ykissの魚体尾部より採集した血液に凝血防止剤としてヘパリンを加え、3，000
回転、1Q分間の遠心分離を行なって血漿と沈殿物とに分離後、血漿は凍結保存し、
必要に応じ適宜蒸留水で希釈して実験に供した。
固定化酵素膜の作製
　　　　　　　　　　　　　　叱　第1節と同様に調製したトリアミン含有セルロース膜にPOXおよびオキザロ
酢酸デカルボキシラーゼ（OAD）を固定化し固定化酵素膜を作製した。トリァ
ミン含有アセチルセルロース膜5枚を、pH7．8、0．0脳リン酸緩衝液で数回洗浄
した後、0．15％グルタルアルデヒド溶液（0．05M、トリスー塩酸緩衝液、pH8。4）
中に30℃で2時間浸潰させ、その後先のリン酸緩衝液で数回洗浄した。次にこれ
らの膜を、POXあるいはオキザロ酢酸デカルボキシラーゼ50unit含有のO．05M
リン酸緩衝液（pH7．8）500μ1中に30℃で2時間浸漬させPOX固定化膜ある
いはオキザロ酢酸デカルボキシラーゼ固定化膜を作成した。その後、これらの酵
素固定化膜は5℃に保存した。
酵素電極の作製
　GPT計測用酵素電極には第1節と同様にPOX固定化膜のみを使用した。
　GOT活性計測用酵素電極には酸素電極先端部の白金カソード部分にPOX固
定化膜およびOAD固定化膜を重ねて装着し、透析膜で覆い固定した。
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測定装置
　本センサシステムは、上記のように作製した酵素電極をフローセルに挿入して
構成した。緩衝液タンクには0．2Mリン酸緩衝液を基質タンクには0．005肌一アラニ
ンおよび2一オキソグルタル酸溶液（GPT活性計測の場合）あるいはL一アスパラ
ギン酸および2一オキソグルタル酸溶液（GOT活性計測の場合）を入れた。両溶
液とも同様に、恒温槽により一定の温度に保つとともに、エアレーションポンプ
により酸素飽和状態とした。また、フローセルの仕切り膜には孔径2μ皿のメンブ
ラ▼ンフィルターを用いた。
測定方法
　ペリスタポンプにより、緩衝液および基質溶液をフローセル内に移送し、セン
サの出力電流値が定常になったところで、標準酵素試料であるGPT、GOT溶
液あるいは魚血漿を注入口より注入する。GPTあるいはGOTはフローセル内
で基質と混合し、ピルビン酸を生成する。生成されたピルビン酸は、電極先端部
のPOXによリ酸化され酸素鷺消費する。この時の酸素の消費量は酸素電極によ
って測定され、電流減少値として記録される。この電流減少値とGPTあるいは
GOT活性との間における直線的相関より、GPTおよびGOTの活性を計測し
た．尚、同様の試料を用いてそのGPTあるいはGOT活性をUV法にても測定
した。
【結果および考察】
応答曲線
　Fig．5－8にGPT（0，5unit）あるいはGOT（0．33mit）標準溶液を本センサ
システム（GPTセンサにおいてはpH7．0、温度33℃、試料流速0．8皿1／皿in、基
質流速0．6皿1／min、試料液量10μ1；GOTセンサについてはpH7．8、温度23℃、
試料流速O．2ml／皿in、基質流速0．08ml／而n、試料液量10μ1）に注入したときの応
答曲線を示す。試料を注入し酵素反応により酸素が消費されると、出力電流値は
減少する。いずれの場合も試料注入後、出力電流値に変化が現れるまで約10秒、
最小の出力電流値を示すまで約3分、反応が完全に終了し、再び出力電流値が安
定するまで約20分を要した。なお、以後の実験においては、応答曲線より得られ
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た出力電流値の最小値を用いた。
センサの応答に及ぽす測定条件の影響
　計測素子として酵素を用いる本センサでは、その活性に緩衝溶液のpH、温度、
流速および試料液量などが大きな影響をおよぽす。そこでセンサの応答におよぽ
すこれら因子の影響について検討し、本センサの分析条件を設定した。
　pH：　Fig．5－9に本センサゐ応答におよぼすpHの影響について検討した結果
を示す。この結果よりGPTセンサの出力はpH7．0付近で最大を示したのに対し、
GOTセンサは、アルカリ側ほど増大する傾向を示した。このことは、GPT、
GOT、OADおよびPOXの至適pHがそれぞれ8．3～9．0、7．O～8．5、6．5～7．0
および6．0付近であることを考えると、GPTセンサでは各酵素の至適pH域に広
がりがあり、アルカリ性側ではPOXが充分活性を示さず、また酸性側ではGP
Tが充分活性を示さなかったものと思われた。一方GOTセンサにおいてもGP
Tセンサと同様と考えられるが、pH7．0付近における極大、極小の違いはPOX
　　　　　　　　　　　　　吃
に比べてGOTがpHに対する安定性において優れていることによると考えた。以
上の結果より、GPTおよびGOTセンサの緩衝液pHは7．0および7．8と設定した。
　温度：　Fig．5－10にセンサの電流減少値におよぽす温度の影響について検討し
た結果を示す。両センサともその出力は温度上昇とともに徐々に増大する傾向が
認められた。しかしながら、GPTおよびGOTセンサの出力は、それぞれ33℃
および23℃付近で温度の影響が小さくなることが確認されたので、それぞれの設
定温度を33℃と23℃とした。
　流速＝　本節においては、基質溶液流速（フローセル下層部）、緩衝液流速
（フローセル上層部）の組合せによりセンサ出力が最大となる条件を検討した。
　Fig．5－11はGPTセンサの出力に及ぽす緩衝液および基質溶液の流速を検討し
た結果である。GPTセンサ出力は、緩衝液流速が0．8皿1／minのとき最大値を示
した。緩衝液流速が遅い場合、セルの構造から考えて移送されてきたGPTはメ
ンブランフィルターを通して基質溶液側に拡散し、電極先端部における酵素反応
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に関与する量が減少したためと考えられる。逆に流速が速い場合には、一部の酵
素が未反応のまま系外へ流出したためと思われた。一方、基質溶液流速が0．6心〆
皿in以上では、センサ出力におよぽす影響が小さくなっている。以上の結果より、
GPTセンサの緩衝液および基質溶液流速をそれぞれ0．8およびO．6ml／皿inに設定
した。
　同様にGOTセンサの出力におよぽす緩衝液および基質溶液流速の影響を検討
した結果をFig．5－12に示す。GOTセンサの出力は緩衝液の流速に依存し、緩衝
液流速の増大とともに出力はぼとんど直線的に減少することが認められた。この
ことは充分流速を遅くしないと酵素反応が完全に行なわれないことを示唆してい
るが、流速が0．2ml〆min以下であれば出力におよぽす流速の影響がわずかながら
少なくなるため、本センサの試料流速を0．2皿1／皿inに設定した。また、出力にお
よぽす基質流速の影響は、0．1ml／皿in付近においてごくわずかであると判断され
るが、センサ出力および経済性を考慮して本センサの基質溶液流速を0，05ml／min
と設定した。
　試料液量：　本センサシステムの出力におよぽす試料液量の影響について検討
した結果をFig．5－13に示す。GPTセンサの出力は試料液量の影響をほとんど受
けないが、測定値に多少ばらつきが認められた。これまでの経験から試料液量は
少ないほど鋭敏な応答曲線が得られることを踏まえ、試料液量を10μ1に設定し
た。一方、GOTセンサの出力は試料液量に依存し、液量の少ない程大きな応答
を示した。この結果より、GPTセンサ同様GOTセンサの試料液量も10μ1と
した。
GPTおよびGOT活性検量線の作製
　これま．でに設定した使用条件において、GPTおよびGOT活性とセンサ出力
電流値との相関性について検討した結果をFig．5－14に示す。GPTセンサでは、
0～0．7unitの範囲において出力とGPT活性と間に相関係数0．980の直線的相関
が得られた。同様に、GOTセンサでは0～0．67unitの範囲において出力とGO
T活性との間に相関係数0．996の直線的相関が認められた。
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魚血漿中のGPT活性計測
　魚の血漿中GPT活性計測は、正常値でo。oo19～o．ol68unitと極めて低活性で
あるためk魚の血漿を試料とする前に、低活性のGPT標準溶液（0．048unit）
を本センサに注入し、その応答性について検討した。その結果、前述したGPT
センサの条件では0～0．7unitの範囲でのGPT活性計測は可能だが、0～0．048m
itの範囲のGPT活性計測は不可能であることが明らかとなった。そこで、緩衝
液および基質流速を遅くして酵素反応を充分に行なわせることを考え、まず、G
PT（緩衝液側）が基質溶液側’へ拡散するのを防ぐためにGPTが移送されてく
る流路と基質が移送されてくる流路を透析膜で仕切り、試料および基質流速をそ
れぞれ0．1姐掴inおよび0．08祖／祖nとして、検量線を作成した。結果をFig．5－15
に示す。
　0～0．024unitの範囲で、出力とGPT活性との間に直線的相関が得られた。次
に、さきに示したセンサ用魚血漿試料を用い、本センサによる血漿中GPT活性
を計測した。Fig．5－16に、この時の本センサによる測定値と、従来法による測定
値の相関について検討した結果を示す。両者の間には多少のばらつきはあるもの
の、正の相関が得られた。しかし、その測定値には約50倍もの差が見られた。こ
の差は、ピルビン酸オキシダーゼまたはGPTにおよぼす血漿中に存在するアク
チベーターの影響によるものであると考えた。従来法においては、測定段階で既
にTPP（thiaminepyrophosphate）、カタラーゼなどのアクチベーターが加え
られているので、血漿中に存在するアクチベーターがさらに加えられてもその測
定値になんら影響を与えない。しかし、本センサ法では、測定時にアクチベータ
ーを用いていないため、血漿を試料にすると存在するアクチベーターにより酵素
が活性化され、その測定値に大きな影響を与えたものと思われる。なお、本セン
サを用いて約1G時間、30検体の連続測定を行なったところ、ほぼ安定した結果が
得られた。
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第6章　基質選択性酵素センサの開発
　　食品の晶質を客観的に評価するために特定の成分に着目しこれを分析すること
　は、食品産業における製品の品質管理や工程管理において欠くことのできない手
　段となっている。食品の分析と品質管理に関する総説として、高速液体クロマト
　グラフ、ガスクロマトグラフ質量分析法、近赤外分光法などが報告されている。
　これらの分析技術は、簡便、迅速、高精度が要求され、データ処理等も含めた分
　析機器の発達とともに進歩してきた。
　　バイオセンサは、これらの要求を満たした分析技術として注目されている。特
　に、酵素の基質特異性に注目して開発された酵素電極を用いたバイオセンサは、
　食品分析の主体となる有機化合物の分析に有効で食品成分分析への応用が検討さ
，れてきた。酵素電極は、酵素の固定化技術の発達とともに発達し、1）商価な酵素
　を繰り返し使用できる、2）試料を直接分析できる、3）簡単な操作および少量の試
　料で分析できる、4）試料の透明さを必要としない、5）短時間で測定が終了する、
　6）分析結果が電気信号として得られるので自動化に適している、など数多くの利
　点があり、糖類、アルコール類、有機酸、アミノ酸、尿素、中性脂質などを、計測
　す るためのセンサが報告されている12’28）。また、バイオセンサに単一酵素系を
　使用するのではなく．、複合酵素系を用いた試みも報告されているが、複数の基質
　が同時に存在する場合、これらを区別して測定することは困難であった87－89）。
　　渡辺らは複数の固定化酵素膜を酸素電極先端部に装着した基質選択性酵素セン
　サを試作し、ヒポキサンチン、イノシン同時計測用センサgo）、ヒポキサンチン、
　イノシン存在下におけるIMP計測用センサ91）の開発に成功している。これら
　のセンサの分離機構をFig．6－1に示す。この図は、基質Aが、酵素ra、b、C（オ
　キシダーゼ）と反応しDに至る酵素系を利用したセンサの測定原理を示しており、
　A、B、Cの3種類の基質が存在する試料のAとB＋Cの出力を別々に検出して
　いる。酸素電極先端から最も遠い部分にb＋c酵素膜を、また最も近い部分にa
　酵素膜を装着した。さらに、酵素反応の時問的ずれを作るために、両酵素膜間に
一　92一
数枚の1，8一ジアミノー4一アミノメチルオクタン含有トリアセチルセルロース膜を
挿入した。B、Cはb＋c膜によってすみやかに酸化され、酸素消費量に伴った
電流減少値が得られる。一方、Aはb＋c膜上では酵素反応を受けず、a膜上に
到達してBに分解される。分解生成物であるBはb＋c膜上に拡散し酸化され、
この時はじめて酸素を消費する。したがって、この時の酸素消費量からA濃度を
直接計測することができる。すなわち、このセンサは2種類の固定化酵素膜にお
ける反応の時間的ずれを利用して、複数の基質を含有する試料より目的とする成
分の応答を分離計測することを』 能としている。
　この測定原理は、多方面への応用が考えられるが本章においては、スクロース、
グルコースあるいはラクトース、グルコースの糖類の2成分分離同時計測、でん
ぷんおよびグルコースの分離同時計測を検討した結果をまとめた。
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第1節スクロースおよびグルコース、ラクトースおよびグルコース
　　　同時測定用複合膜センサの開発
　スクロースおよびグルコース、ラクトースおよびグルコース同時測定用複合膜
センサを、それぞれ以下の酵素系を利用して試作し、最適条件下における同時計
測可能範囲を明らかにした。
　　　　インベルターゼ　　　　　ム夘ターゼ　　　　グルコースオキシダーゼ
スクロース　→　α一D一グルコース　→　β一D一グルコース　→D一グルコノラクトン
　　　β一ガラ外シダ 一ゼ　　　ム知外ゼ　　　ゲルコースオキシダーゼ
ラクトース　→　α一D一グルコース　→　β一D一グルコース　→D一グルコノラクトン
【実験方法1
試料
一　インベルターゼ（E，C．3。2．1．26　パン酵母より調製）、β一ガラクトシダーゼ
（E．C．3．2．1．23　Escheriacoliより調製）、ムタロターゼ（E．C，5．1．3．3　豚腎
臓より調製）、グルコースオキシダーゼ（E．C．1．1．3．4　Aspergillusnigerより
調製　typeH）は、Sigma　Chemica！Co．の製品を使用した。また、スクロース、
ラクトースおよびグルコースは東京化成工業社製を使用した。
固定化酵素膜の調製
　第2章に述べた1，8一ジアミノー4一アミノメチルオクタン含有トリアセチルセル
ロース膜を固定化基材とした。これらの膜を0．1％グルタルアルデヒド溶液（0．05
Mトリスー塩酸緩衝液、pH8．4）中に30℃、2時間浸潰後、蒸留水にて洗浄し、
これら10枚を用いて以下の条件で各酵素溶液（0．05醗リン酸緩衝液）1皿1中で固
定化を行ない固定化酵素膜を調製した。
　　　　インベルターゼ（410unit）　　　　：pH7．8、28℃、1．5時間
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　　　　β一ガラクトシダーゼ（380unit）　　：pH6．4、30℃、2時間
　　　　ムタロターゼ（400unit）　　　　　：pH7．8、25℃、1．5時間
　　　　グルコースオキシダーゼ（450unit）：pH7．8、30℃、1時間
　固定化が終了した膜は、0．05図リン酸緩衝液（pH7．8）で洗浄後、同緩衝液中、
5℃で保存した。
測定装置
　上記の酵素電極をFig．6－2に泰すセンサシステムに組込み、各センサシステム
を構成した。本センサシステムは、緩衝液タンク、試料注入口、フローセル、ペ
リスタポンプ、酸素電極、レコーダー等により構成される。タンク内の緩衝液は
恒温水槽により一定温度に保つとともに、エアレーションポンプにより酸素飽和
状態とした。試料注入口より緩衝液中に注入された試料はフローセル内へ移送さ
れ、電極先端部で酵素反応を起こし、酸素濃度を減少させる。この酸素濃度の減
少量を電極により検出し出力電流値をレコーダーに記録した。
　ベース電極に、クラーク式酸素電極を用いて先端部テフロン膜上に酵素固定化
　　　　　　　　　　　　　く
膜と3枚の1，8一ジアミノー4一アミノメチルオクタン含有トリアセチルセルロース
膜を装着し透析膜により被覆固定した。すなわち、スクロースセンサシステムに
おいては、酸素電極先端部テフロン膜上にインベルターゼ固定化膜（Fig．6－1中
a膜）をのせ、その上に3枚のセルロース膜を重ね、更に、ムタロターゼ固定化
膜とグルコースオキシダーゼ固定化膜（Fig．6－1中　b＋c膜）を重ね透析膜によ
り固定した。また、ラクトースセンサシステムにおいては、インベルターゼ固定
化膜のかわりにβ一ガラクトシダーゼ固定化膜を用いた。
測定方法
　緩衝液には、0．05岡リン酸緩衝液を用いてスクロースセンサシステムではpH7．0、
ラクトースセンサシステムではpH7．3に調整した。また、両センサとも恒温水槽
温度は30℃に設定した。緩衝液は、ペリスタポンプにより所定の流量が試料注入
口を経由してフローセルヘ送り込まれる。酸素電極の出力電流値が安定した後、
スクロースセンサの場合、スクロース溶液、グルコース溶液およびこれらの混合
溶液等の試料50μ1をシステムヘ注入した。β一D一グルコースがグルコースオキシ
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ダーゼと反応し酸化されると、電極先端部の酸素が消費される．この酸素濃度の
減少量は、酸素電極により検出した出力電流値．の減少量と比例する。スクロース
およびグルコースの混合溶液を注入すると、約5分後に最初にグルコース、続い
てスクロースに由来する電流値 の減少がレコーダーに記録される。本センサシス
テムにおいては、電流値の最低値と出力安定時のベースライン電流値との差すな
わち最大電流減少値を用いた。
　ラクトースセンサシステムでは、試料液量を85μ1としスクロースセンサと同
様に操作した。
【結果および考察】
応答曲線
　スクロースセンサおよびラ。クトースセンサの典型的な応答曲線をFig．6－3に示
す。出力電流値が安定した後、50μ1のスクロースーグルコース混合溶液（50μ
皿ol：0．08μ皿ol）をスクロースセンサシステムヘ注入した。この時、温度、pHお
よび流速は、それぞれ30℃、7．0および0．8ml／minに設定した。一分析に約5分を
要し、グルコースおよぴスクロースに対応する2つの最大電流減少値が記録され
た。ラクトースセンサシステムも同様に、温度32℃、pH7．3、流速1．o皿1／皿inの測
定条件下で85μ1のラクトースーグルコース混合溶液（13μ皿ol；1μ皿ol）を注入
し、2つの電流減少値を得た。また、ラクトースセンサでは一分析に約10分を要
した。
センサ応答に及ぽす測定条件の影響
　本センサシステムの計測素子には酵素を用いているため、酵素活性に影響を及
ぼす緩衝液のpH、温度について検討した。また、本センサシステムはフローイン
ジェクション方式であるため緩衝液の流速および試料液量がセンサ応答に影響を
及ぼす。このため、これらのパラメーターについても同様に検討した。
pH：　Fig．6－4に、pHとセンサ応答の関係について検討した結果を示す。スク
ロースおよびラクトースセンサの応答は、pHが上がるにつれ小さくなる傾向を示
した。スクロースとグルコースの分離はpH8以上では得られなかった。この原因
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は、インベルターゼの活性が、アルカリ側で減少するためであると思われた。そ
れゆえ、スクロースセンサにおいては緩衝液のpHを7．0に設定した。また、ラク
トースとグルコースの分離はアルカリ側においても良好であったためラクトース
センサの緩衝液はpH7．3とした。
温度＝　Fig．6－5に、センサ応答におよぽす温度の影響を示す。スクロースセン
サにおいては、40℃において最大値を示し、それ以上の範囲では温度の上昇につ
れセンサ応答が小さくなる傾向』 示した。40℃以上の温度帯においては、酵素が
失活する可能性が考えられたので、本センサの緩衝液温度を30℃に設定した。ラ
クトースセンサの応答は温度の上昇とともに減少する傾向を示し、約30℃で安定
した。本研究においては、ラクトースセンサの緩衝液は32℃とした。
流速：　流速はセンサ応答に大きく影響し、流速を0．5皿1加inから1．4皿1／皿inに変
化させるとセンサ応答の大きさは約1／10に減少した。流速が速くなると、フロー
セルに送り込まれた基質は、電極先端部の膜に拡散する量が減少し未反応のまま
フローセルより排出される量が増加すると考えられた。また、この逆に流速を遅
くすると応答曲線がブロードになり測定時聞が長くなり、迅速性が失われる。
そこで、流速をスクロースセンサでは0．8ml／皿in、ラクトースセンサでは1皿1／M
nに設定した。
試料液量：　スクロースセンサのセンサ応答に及ぼす試料液量の影響は、20～70
μ1の範囲において、ごく小さかっため50μ1とした。ラクトースセンサの場合も、
ほぼ同様で試料液量50～85μ1の範囲で応答はほとんど変化しなかったため、85
μ1に設定した。
検量線の作製
　上記により設定した測定条件において作製したスクロースセンサおよびラクト
ースセンサの検量線をFig．6－6に示す。スクロースセンサではo～40脳、ラクトー
スセンサでは0～18輸Mの範囲でセンサ応答と各濃度の間に直線的相関が得られた。
この時、グルコース濃度はそれぞれ0．8mM、5繭に設定した。スクロースとグルコ
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一ス、ラクトースとグルコースの同時定量はグルコース濃度がスクロースの2～16
％およびラクトースの2，8～8．3％の範囲で可能であった。
安定性および繰返し性
　センサの安定性は、測定時の温度に影響を受け易いので最適条件下において、
繰返しモデル試料を注入し応答の変化を検討した。スクロースセンサは、最適条
件（pH7．0、温度30℃、流速0．8ml／min、試料液量50μ1）下において100回以上の
モデル試料（0．13μmolスクロニス、0。05μmolグルコース）の分析が可能で、こ
の間の相対誤差は±4％であった。同様に、ラクトースセンサについてもモデル
試料を用いて100回以上の分析を行ない、相対誤差は±3％であった。
一99一
1 3
4
5
7
6
A
2
d．
b a
C
e
→
f
A
Fig．6－2． Schematic　diagram　・f　the　enz薯me
5ensor　　system．　　L　　air。　2．　　buffer　　tank2
3．　injection　　port，　　4．　oxygen　　electrode，
5．　　recorder戸　　6．　　peristaitic　　　pump，　　7．
thermostatically　　controllrd　　bath．　A：　a．
oxygen　　electrode．　P．　Platinum　　cathode，
C。　rUbber　ring，　d。　enZyme　and　CellU10Se
triacetate　　　　membranes，　　　　e．　　　　teflon
membrane．　f．　dialySiS　　membrane．
100　一
Fig．6－3．
Sucrose
　sensor
　　5min
LactosO
　s　en　s　or
　　10　min
3
　Response　　curveS。
1．　glucose，　2．　sucrose，　3．　lactose．
Analytical　　　conditions：
Sucrose　sensor；　temperature　30　　0C，　pH
7．0ラ　　flow　　　rate　　　O。8　　　ml／min，　　sample
volume　　50　’μ1　　（sucrose：glucose　　＝　　50：0．08
μmo1ン．
1actose　　sensor；　　temperature　　32　0C，　pH
7．3，　　flow　　　rate　　　1．O　　　ml／minン　　sample
volume　　　85μ1　　（1actose：91ucose　　　＝・　　13：1
μmol）．
　　　　　　　　　一　101　一
ハ且
冨
窪
毘
昌o
駐
固
…ii
o
0。4
0．3
0。2
0．1
●、　　◎＼　　　　　　　Sucrose　Sensor
・一 毛墨⑱
　　　　　　　　　　O、Q＼
　　　　　　　　　　　　　　　　　o＼
5 6 7 8 9 10
0．5
0。4
0，3
0，2
Lactose　Sensor
8＼　　＼8＼o
　　　　　　　　　　　＼8
く
、8＼8
Fig．6－4，
　　　　　　　6　　　　　　　　　　　7　　　　’　　　　　　8
　　　　　　　　　　　　　PH
Effect　of　pH　on　　the　output　current　of　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’
each　　sensor。　　Analytical　conditions　　were
same　　as　　Fig．6－3　　　exept　　for　　pH．　　　⑱
sucrose　or　lactose．○：91ucose．
一　102一
ハ噌
気
ロ国
零
園
畠o
舅
臣
砦
’u
0，3
0。2
0．1
　0
　　20
1．1
1．0
0．9
　　　　　　　　　　　　　　　　㊦Sucf。seSens。r
30 40 50 60
Lactose　Sensor
　　　　8　　　　　、．
　　　　　　　　④＼8＿⑤ノ＠
　　　　　　　　　　　　黛o＿o
　　ζ
Fig．6－5．
　20　　　　　　　　　　　　　30　　　　　　　　　　　　　40
　　　　　TEMPERATURE：（O　C）
Effect。fte血perature。nthe。utput
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　『
current’of　　each　　sensor．　　Analytical
conditions　　were　　same　　as　Fig．6－3　　exept
for　　temperature．　　鱒：　sucrose　　or　　lactose、
○：　　91ucose．
一　103
ハ（
昌
り国
鶏
田
畠o
舅
毘
暫u
0．2
0．1
Sucrose　Sensor　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　　　　　　　　　　　／O
　　　　　　　　　　　　　　　　！0
　　　　　　　　　　　　　　　0　　　　　　　　　　　　　0／
　　　　　　　　　　O／
　　　　　　　　O／
　　　　　　O／
　　ノ6／
O，
0 10 20 30 40 50
Fig．6－6．
0。6
0．4
0．2
　　　　　　　　　　　　　　　　　　OLact。seSens。r　　　O！　　　　　　　　　　　　　メ
　　　　　　　　　，ρノ0
　　　　　80・8
　　0　　　　　　　50　　　　　　100　　　　　　■50
　　　　　CONCENTRAT■ON（mM》
　Calibration　　curves　　for　　each
Analytical　　　conαitions：
Suc「osesens「；tempe「atu「e30
7．0，　　flow　　　rate　　　O．8　　　皿1／min．
volume　　50　　μ1．
1actose　　sensor；　　temperature　　32
7．3，　　flow　　　rate　　　1．O　　　ml／min．
volume　　85　　μ1．
sensor。　　　　壷
℃，　pH
sample
℃．　pH
sampユe
一　104　一
第2節　でんぷんおよびグルコース同時測定用複合膜センサの開発
　でんぷんおよびグルコース同時測定用複合膜センサを、以下の酵素系を利用し
て試作し、最適条件下における同時計測可能範囲を明らかにしたが本センサにお
いては5回以上の連続計測は不可能であった。
　アミロゲルコシタ㌧ゼ　　　ムダロターゼ　　　ク“ルコースオキシタ㌧ゼ
でんぷん→　α一D一グルコース→　β一D一グルコース→D一グルコノラクトン
【実験方法】
試料
一　アミログルコシダーゼ（E．C．3．2．1．3　Aspergillusnigerより調製、Sig皿aCh
e皿ical　Co。）、でんぷん（東京化成工業製）以外の試薬は、第1節に使用した物
を用いている。
固定化酵素膜の調製
　アミログルコシダーゼ固定化膜の調製は、第1節と同様に1，8一ジアミノー4一ア
ミノメチルオクタン含有トリアセチルセルロース膜を固定化基材として、0．1％グ
ルタルアルデヒド溶液にて処理後、溶液（120unit／皿1、0．05岡リン酸緩衝液（pH7．
0））中で30℃、2時間固定化した。ムタロターゼ固定化膜、グルコースオキシダ
ーゼ固定化膜は、第1節と同様に調製した。
測定装置
　センサシステムは第1節に述べたものと同様であるが、電極先端部の酵素膜等
を固定するための被覆に用いる膜には、透析膜ではでんぷん粒が通過しないため
150皿eshの膜を用いた。すなわち、酸素電極先端部テフロン膜上にアミログルコ
シダーゼ固定化膜（Fig．6－1中a膜）をのせ、その上に3枚の1，8一ジアミノー4一
アミノメチルオクタン含有トリアセチルセルロース膜を重ね、更にムタロターゼ
固定化膜とグルコースオキシダーゼ固定化膜（Fig．6－1中b＋c膜）を重ね150m
一　105
eshの膜により固定した。
【結果および考察】
応答曲線
　でんぷんセンサの典型的な応答曲線をFig．6－7に示す。出力電流値が安定した
後、50μ1のでんぷん一グルコース混合溶液（37皿9：1mg）をでんぷんセンサシ
ステムヘ注入した。この時、温度、pHおよび流速は、それぞれ25℃、6．1および0．
4ml／minに設定した．一分析に約30分要し、グルコースおよびでんぷんに対応す
る2つの最大電流減少値が記録された。
センサ応答に及ぽす測定条件の影響
　第1節と同様に、pH、温度、流速、試料液量にっいて検討を加え、最適測定条
件を求めた。
pH：　Fig．6－8に、pHとセンサ応答の関係にっいて検討した結果を示す。でん
ぷんセンサの応答は、pH6，1で極大を示したため緩衝液pHは6．1に設定した。
温度：　Fig．6－9に、センサ応答におよぼす温度の効果を示す。センサ応答は、
温度の上昇につれて大きくなる傾向を示しているが、でんぷんとグルコースのピ
ークの分離が悪くなったため、緩衝液温度は25℃とした。
流速：　でんぷんセンサ応答においても、流速を速くすると応答が小さくなり、
遅くすると大きくなるが、ピークの形がブロードになる傾向を示した。そこで、
チャート上からの出力の読取リ精度と測定時間を考慮し流速を0．4皿1／皿inに設定
した。
試料液量：　でんぷんセンサに注入する試料液量を、60～100μ1の範囲において
変化させても応答はほとんど変化しなかった。本センサシステムにおいては、酵
素固定化膜等を被覆する膜に150meshの膜を使用しでんぷんの透過性を良くして
いるが、1，8一ジアミノ一全アミノメチルオクタン含有トリアセチルセルロース膜
のでんぷん透過性については、でんぷん溶液の膜通過液がヨード・でんぷん反応
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を示したのででんぷん透過性はあるものの、試料液量を多くすると酵素固定化膜
の詰り等が生じやすくなり連続計測が困難となる。そこで、本センサにおいては、
応答は小さくなるが試料液量を50μ1とした。
検量線の作製
　上記により設定した測定条件において作製したでんぷんセンサの検量線をFig．
6－10に示す。でんぷん濃度では0～10％の範囲でセンサ応答と各濃度の間に直線
的関係が得られた。この時、グルコース濃度は0。1％に設定した。でんぷんとグ
ルコースの同時定量はグルコース濃度がでんぷんの0．1～10％の範囲で可能であ
った。
安定性および繰返し性
　でんぷんセンサも、最適条件（pH6．1、温度25℃、流速o．4掘／皿in、試料液量50
μ1）下において繰返しモデル試料（でんぷん　37皿g、グルコース1mg）を注入
し、応答の変化を検討したが、5回以上の連続計測は不可能であった。この原因
は試料液量の項に述べたように膜の詰リに起因すると思われる。
カマボコ中のでんぷん含量の測定
市販のカマボコをホモジナイズ後、8％KOHアルコール溶液を加え、90℃で30分加
熱後沈殿を回収した。この沈殿を蒸留水に溶解し試料とした。この試料を用いて
従来法とセンサ法によりでんぷん含量を測定した結果をTable6－1に示す。測定
点は少ないが出力とでんぷん含量の間に相関が得られた。
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Table　6－1．　Starch　contents　of　KAMABOKO
Sample　　No．ProposednsorConventional
1
2
3
4
5
1．3　％
3．0
6．0
一（9％）
一（U．1％）
1．0　％
2．5
5．0
7．0
8．0
’
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第7章　総括
　本研究は食品の品質検査用バイオセンサの開発を目指し、第2章および第3章
では、神経毒センサ、生菌数センサを試作し食品の安全性に関する品質評価への
応用を検討した。また、第4章さは非破壊型微生物センサを試作し、水産物の代
表的な品質検査指標となる鮮度の計測を試みた。さらに、第5章では酵素活性連
続計測用センサを試作し、養殖魚等の品質評価への応用について検討し、第6章
では基質選択性センサを製作し、糖類およびでんぷん等の2成分同時計測を行い
品質評価の基本とも言える成分分析用センサとしての可能性を検討した。以下に、
本研究で得られた成果を要約する。
1）アセチルコリンエステラーゼとコリンオキシダーゼを用いた酵素電極を流れ
分析系の測定システムに組込みアセチルコリン計測用センサを試作した。センサ
システムの測定条件を検討し緩衝液pH7．6、温度30℃、流速0．52皿1／皿in、試料液
量40μ1とした。この測定条件によりアセチルコリンの検量線を作製したところ0
～1伽Mの範囲でセンサ出力と濃度の間に直線的な相関が得られ、このシステムに
おいてアセチルコリンの定量が可能となることを示した。
2）アセチルコリンエステラーゼ活性阻害効果を神経毒、ネライストキシンおよ
びリン酸を用いて検討した。アセチルコリン標準液（6．25mM）と等濃度のアセチ
ルコリンを含有するネライストキシンおよびリン酸溶液を試料とし1）で試作し
たアセチルコリン．計測用センサに注入し標準試料および試料の応答を求めた。得
られた応答をもとに以下の式より、アセチルコリンエステラーゼ活性阻害率を算
出した。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　A－Bアセチルコリンエステラーゼ活性阻害率（％）＝　　　　　×　100　　　　（1）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　A
ここで、Aは標準試料の応答、Bはネライス．トキシンおよびリン酸含有試料の応
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答を示す。（1）式により得られた阻害率とネライストキシンおよびリン酸濃度の
関係を検討したところ、両者の対数の間に直線的関係が得られた。一方、ヘビ毒、
農薬についても同様の実験を行なったが酵素阻害は認められなかった。
3）メンブランフィルター上に固定化した微生物の生菌数と呼吸活性の間に直線
的相関があることに注目し生菌数計測用センサを試作した。本センサは、微生物
を吸着固定したメンブランフィルターを先端部に装着した酸素電極と培養液タン
クおよび緩衝液タンクより構成され、培養液タンクおよび緩衝液タンク内の微生
物の呼吸活性の差を酸素電極により測定しセンサ応答とした。測定条件として温
度について検討した結果、最適条件として25℃を設定した。また、pHは培養時の
pH7．2を用いた。センサ応答は、A．putrefaciens、P．fluorescens、E．coli、
S．aureusを単独でメンブランフィルターに吸着固定した際には、センサ応答と
生菌数の間に良好な相関が得られたが、これら4種の菌を混合したところセンサ
応答と生菌数の間に相関は得られなかった。しかし、混合菌のセンサ応答をA．
putrefaciensの検量線を用いて，換算したところ単独菌ほどの精度は得られないが
センサ応答と生菌数の問に相関が得られた。
4）魚肉中の生菌数計測に生菌数センサの応用を試みた。生菌数計測に先立ち魚
肉より単離したコロニー（未同定）を用いて検量線を作製した。この検量線を用
いてセンサによる生菌数計測を行ない結果を従来法（平板計数法）と比較したと
ころ良好な相関が得られた。また、センサ応答を3）と同様にA．putrefaciens
に換算しても結果は、従来法との間に良い相関が得られた。生菌数計測に生菌数
センサを応用する場合、測定対象物の菌相が安定している場合には予め試料より
分離した菌を用いて検量線を作製することが有効となる。また、センサ応答をA．
putrefaciensに換算することにより精度は落ちるが簡易法として生菌数計測が可
能になると思われる。
5）魚肉の鮮度低下時に増加するアミノ酸、脂肪酸等の低分子物質を微生物が資
化する際の呼吸活性の変化に注目した魚肉の鮮度計測法を応用し、非破壊型の鮮
度計測用センサを試作した。本センサの特徴．は、フローセル底面に膜を貼り、こ
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の膜を介してセル内部に測定対象物を取込む方式にあり、セル底面を魚肉に接触
させることによりセンサ応答が得られる。センサ応答は、微生物が低分子物質を
資化する際に生じる呼吸活性の増加に起因する酸素濃度の減少を酸素電極により
検出し電流値として応答曲線を記録した。この応答曲線の一次微分より得られた
電流減少速度の最大値によりセンサ応答を代表させた。この最大電流減少速度は、
魚肉の経時的な鮮度低下とともに大きくなる傾向を示し、本センサシステムの鮮
度計測への応用の可能性を明らかにした。また、本センサの応答に影響をおよぼ
す表面水分の変化および経時的㍉ センサ感度の変化は、標準試料による一点校正
法により補正可能で、センサ法とK値による鮮度評価のあいだに良好な相関が得
られた。
6）メンブランフィルター、透析膜等の膜により上下2層に分割されたフローセ
ルにより酵素活性計測眉バイオセンサを試作し、LDH、GPT、GOT各酵素
活性の測定に応用した。本センサシステムは、2層に分れたフローセルのそれぞ
れに流路を持たせ、上部に試料となる酵素を、下部に基質溶液を流した。上部の
流路内に注入された試料（酵素）は、フローセル内部で下部から膜を通過して拡
散してくる基質と電極先端部において酵素反応を生じる．上部に挿入された酸素
電極あるいは酵素電極等の検出用センサは、この酵素反応時に生成する物質を検
出し電気信号に変換する。この電気信号をセンサ応答とした。セルの仕切りにメ
ンブランフィルターを使用した場合、センサ応答と酵素活性の間にはLDH　O～
300unit、GPT　O～0．7unit、GOT　O～0．67unitの範囲において良好な相関が
得られた。
7）魚血清中のGPT活性は、正常値で0。0019～0．0168unitであり、6）で設定
した測定条件では測定不可能であることがあきらかとなった。そこで、セルの仕
切り膜をメンブランフィルターから透析膜に変更するなどの測定条件の改良によ
り測定感度を上げ、0～0．024unitの範囲内の検量線を作製し、GPT計測用セン
サの魚血清への応用を試みた。センサ法および従来法の測定結果の間には直線的
な相関関係が得られたが、その数値には約50倍もの差が見られた。この原因に
は、血清中に存在するアクチベーターに依存しているど考えた。すなわち、従来
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法においては測定時に過剰のアクチベーターを試料に添加しているが、センサ法
ではこれを行なっていなかったため、GPTあるいはPOXの活性に差ができた
と推定した。
8）酸素電極先端部に複数の酵素固定化膜および1・8一ジアミノー争アミノメチル
オクタン含有トリアセチルセルロース膜（以下　セルロース膜）を装着した酵素
電極により、スクロース、グルコースあるいはラクトース、グルコースの2成分
の糖類およびでんぷん、グルコ」スの2成分の同時計測用複合膜センサを試作し
た。各センサは、それぞれの酵素系において酵素反応の時間的ずれを、固定化酵
素膜問に挿入する3枚のセルロース膜により作り出しチャート上に2本のピーク
として記録させている。スクロースセンサでは、スクロース濃度0～4伽Mの範囲
でセンサ応答と良好な相関を示し、グルコース濃度がスクロースの2～16％の範
囲で2成分の同時計測が可能となった。ラクトースセンサでは、ラクトース濃度
0～180皿Mの範囲でセンサ応答と良好な相関を示し、グルコース濃度がラクトース
の2．8～8．3％の範囲で2成分の同時計測が可能となった。また、でんぷんセンサ
においては、でんぷん濃度0～10％の範囲でセンサ応答と直線的相関が得られ、
グルコース濃度がでんぷんの0。1～10％の範囲で2成分の同時計測が可能となっ
た。本センサをもちいてカマボコ中のでんぷん量を測定したところ従来法で得ら一
れた値と良好な相関が得られた。また、スクロースおよびラクトースセンサは10
0回以上の連続分析が可能であったが、でんぷんセンサは5回以上の連続計測は
不可能であった。
　以上、本研究は従来煩雑な操作と長時間を要した食品の品質検査を、新しく提
案したセンサシステムで簡単迅速に行なえることを示したもので、食品衛生上あ
るいは食品製造プロセスの管理上きわめて重要な意義を有している。さらに、本
研究は従来と異なる鮮度計測の考え方を提案し、かつまた多成分同時計測を初め
て提案しその有効性を明らかにしたもので、今後の食品成分分析に重要な基礎的
知見を提供したものである。
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